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LIITTEET 
LIITE 1 [
3
H]-EPI:n saturaatiokuvaaja SH-EP1-hα7-soluilla 
Lyhenneluettelo 
 
α-Btx alfa-bungarotoksiini 
α-CTX alfa-kobratoksiini 
α-CtxImI alfa-konotoksiini ImI 
α-CtxImII alfa-konotoksiini ImII 
α-CtxMII alfa-konotoksiini MII 
α-CtxRgIA alfa-konotoksiini RgIA 
α-CtxVc1.1 alfa-konotoksiini Vc1.1 
Aβ beta-amyloidivalkuainen 
κ-Bgt kappa-bungarotoksiini 
ACh asetyylikoliini 
AChBP asetyylikoliinia sitova proteiini 
AD Alzheimerin tauti 
Arg arginiini 
Asp asparagiinihappo 
BSA naudan seerumin albumiini 
cDNA komplementaarinen deoksiribonukleiinihappo 
Cys kysteiini 
DA dopamiini 
DAT dopamiinitransportteri 
DLB Lewyn kappale -dementia 
DMV kiertäjähermon dorsaalinen liikehermotumake 
DRG takajuuren hermosoluganglio (engl. dorsal root ganglio) 
EPI epibatidiini 
GABA gamma-aminovoihappo 
HEK-293 ihmisen sikiön-293 munuaissolut 
5-HT serotoniini 
Ile isoleusiini 
KCl kaliumkloridi 
Lys lysiini 
MLA metyylilykakonitiini 
MPTP 1-metyyli-4-fenyyli-1,2,3,6-tetrahydropyridiini 
nAChR asetyylikoliinin nikotiinireseptori 
NMR ydinmagneettinen resonanssi (engl. nuclear magnetic resonance) 
NTII alfa-neurotoksiini II 
PCR polymeraasiketjureaktio 
PD Parkinsonin tauti 
PEI polyetyleeni-imiini 
Phe fenyylialaniini 
Ser seriini 
Thr treoniini 
Trp tryptofaani 
Tx-α toksiini-alfa 
VTA  ventraalitegmentaalialue  
Wntx-5 heikko neurotoksiini 
WTX weak-toksiini 
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1 JOHDANTO 
 
Asetyylikoliinin nikotiinireseptorit (nAChR) ovat tähän mennessä kenties parhaiten 
kuvattuja ionikanavareseptoreita, joiden alayksikköjen koostumus, järjestys sekä kinetiikka 
on pitkälle selvinnyt eri neurotoksiinien farmakologisten sitoutumisominaisuuksien avulla. 
Merkittävä edistysaskel nACh-reseptorien löytämisessä, eristämisessä ja niiden 
ominaisuuksien karakterisoinnissa saavutettiin, kun α-bungarotoksiinin (α-Btx) havaittiin 
sitoutuvan voimakkaasti lihastyypin ja sähköankeriaan nACh-reseptoreihin (Changeux ym. 
1970; Oswald ja Freeman 1981) ja myöhemmin myös neuronaalisiin nACh-reseptoreihin 
(Anand ym. 1993; Keyser ym. 1993; Peng ym. 1994b; Johnson ym. 1995; Rangwala ym. 
1997), joita nimitetään yleisesti α-bungarotoksiiniherkiksi nACh-reseptoreiksi (α-BtxR). 
 
Nikotiinireseptorit ovat ligandivälitteisiä ionikanavareseptoreita, jotka osallistuvat nopeaan 
eksitoivaan hermovälitykseen. Ne muodostuvat viidestä solukalvonläpäisevästä 
nikotiinireseptorin alayksiköstä, jotka yhdessä muodostavat toiminnallisen 
reseptorialatyypin. Alayksiköistä riippuen nAChR:t voivat muodostaa heteromeerisen tai 
homomeerisen rakenteen. Tähän mennessä nisäkkäillä on tunnistettu 16 erilaista (α1-α7, 
α9- α10, β1-β4, ε, γ ja δ) nACh-reseptorien alayksikköä. Neuronaaliset nikotiinireseptorit 
sijaitsevat keskushermostossa ja perifeerisessä hermojärjestelmässä (autonomiset gangliot). 
Toisin kuin hermolihasliitoksen nAChR:t, neuronaaliset nAChR:t muodostuvat 
pääsääntöisesti α ja β reseptorialayksiköistä, erityisesti α2-α10 ja β2-β4 alayksiköistä. Ne 
voivat muodostaa keskenään lukemattomia eri alatyyppejä, joiden alayksikkökoostumuksia 
ja farmakologisia ominaisuuksia ei kaikkia vielä tunneta (Albuquerque ym. 2009).  
 
Neuronaaliset nACh-reseptorit osallistuvat laajalti elimistön eri fysiologisten toimintojen 
säätelyyn. Niiden merkitystä myös erilaisten patofysiologisten tilojen kehittymisessä on 
selvitetty aktiivisesti. Nikotiinireseptorien määrän ja toiminnan on osoitettu muuttuneen 
muun muassa Parkinsonin ja Alzheimerin taudissa sekä Lewyn kappale -dementiassa 
(Perry ym. 1995; Gotti ym. 2006a; Bordia ym. 2007). nACh-reseptorien on katsottu 
osallistuvan myös tupakkakasvista eristetyn nikotiinin riippuvuuden syntymekanismiin ja 
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välittävän mahdollisesti analgeettisia vaikutuksia neuropaattisissa kiputiloissa (Zaniewska 
ym. 2009; Meyer ym. 2000; Vincler ym. 2006). 
 
Käärmeistä ja Conus-suvun merietanoista eristetyt toksiinit ovat osoittautuneet tärkeiksi 
työvälineiksi neurofarmakologisissa tutkimuksissa, joista on saatu merkittävää lisätietoa 
neuronaalisten nikotiinireseptorien rakenteesta ja eri alatyyppien 
alayksikkökoostumuksista (Tsetlin ja Hucho 2004). Toksiineilla tehdyt radioaktiiviset 
reseptorisitoutumiskokeet ovat edistäneet tietämystä lisäksi neuronaalisten nACh-
reseptorien määristä ja sijainnista nisäkkäiden keskushermostossa (Oswald ja Freeman 
1981; Quik ja McIntosh 2006). Selektiivisten toksiiniantagonistien avulla pyritään 
löytämään uusia biologisia merkkiaineita neurologisten sairauksien tutkimiseen tai 
vaihtoehtoisesti uusia spesifisiä kolinergisen järjestelmän kautta vaikuttavia lääkeaineita 
(Olivera ym. 2008). 
 
 
2 ASETYYLIKOLIININ NIKOTIINIRESEPTORIT 
 
2.1 Kolinergiset hermoradat ja asetyylikoliini 
 
Kolinerginen hermoratajärjestelmä kuuluu koko elimistön ja erityisesti keskushermoston 
tärkeimpiin sääteleviin hermovälittäjäainejärjestelmiin. Kolinergiset hermosolut 
osallistuvat ensisijaisesti aivojen ja perifeeristen elinten väliseen autonomiseen 
hermovälitysjärjestelmään, mutta ne muodostavat merkittävän osan myös 
keskushermostossa tapahtuvien sisäisten viestien välitysketjussa. Aivorungon yläpuolella 
on tunnistettavissa kolme suurta kolinergistä alajärjestelmää, jotka hermottavat 
kauttaaltaan eri osia aivoja (Dani ja Bertrand ym. 2007). Näistä yksi alajärjestelmä 
muodostuu pikkuaivovarren tegmentaalitumakkeiden (engl. pedunculopontine tegmental 
nucleus) ja aivosillanpeitteen laterodorsaalisten tegmentaalitumakkeiden (engl. laterodorsal 
pontine tegmentum) hermoradoista, jotka projisoituvat talamuksen ja keskiaivojen 
dopaminergisiin alueisiin sekä eri osiin aivosiltaa ja aivorunkoa. Toinen merkittävä 
kolinerginen järjestelmä saa alkunsa tyvitumakkeen alueelta, josta hermoradat heijastuvat 
laajalti eri osiin aivokuorta ja hippokampusta. Kolmannen järjestelmän katsotaan 
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koostuvan striatumin alueen kolinergisistä välineuroneista. Tämän lisäksi kolinergisiä 
hermosoluja esiintyy muun muassa aivohermojen tumakkeissa, vestibulaaritumakkeissa 
sekä selkäytimen preganglioissa ja liikehermosoluissa (Perry ym. 1999). Ihmisen aivoissa 
paikantuvia kolinergisiä hermorataverkostoja on esitetty kuvassa 1. 
 
 
Kuva 1. Ihmisen aivojen kolinergiset hermoradat (mukaillen Perry ym. 1999). Kaksi 
suurinta rataa projisoituu eri aivonalueille: tyvitumakkeen-aivokuoren hermosoluradat 
(punaiset nuolet, mukaan lukien MS- ja BS-tumakkeet) sekä pikkuaivovarren 
laterodorsaaliset tegmentaalitumakkeen hermoradat (siniset nuolet). Kolinergisiä 
hermosoluja on myös striatumissa (oranssit pallot), aivohermojen tumakkeissa (vihreät 
pallot), vestibulaaritumakkeissa (liilat nuolet) sekä selkäytimen preganglioissa ja 
liikehermosoluissa (keltaiset pallot). 
 
Kolinergisten hermoratojen reseptorivälittäjäaineena toimii endogeeninen asetyylikoliini 
(ACh) (Taylor ja Brown 1999). Asetyylikoliini muodostuu koliiniasetyylitransferaasin 
välityksellä asetyylikoentsyymi A:sta ja koliinista ja hajoaa koliiniasetyyliesteraasin 
vaikutuksesta kolinergisissä synapseissa. Asetyylikoliinin vaikutukset välittyvät kahden 
kolinergisen reseptoriperheen, muskariinireseptoreiden ja nikotiinireseptoreiden kautta. 
Muskariinireseptorit ovat G-proteiinikytkentäisiä solukalvoreseptoreita, jotka osallistuvat 
kolinergiseen neurotransmissioon parasympaattisissa kohdesoluissa ja keskushermostossa. 
Nikotiinireseptorit ovat puolestaan osa ligandivälitteistä ionikanava-suurperhettä, johon 
kuuluvat myös yleisesti keskushermostossa esiintyvät serotoniini (5-HT3)-, glysiini- ja γ-
aminovoihappo (GABA)-reseptorit (Jensen ym. 2005). Tässä katsauksessa keskitytään 
ainoastaan nikotiinireseptorien kautta tapahtuvaan kolinergiseen hermovälitykseen. 
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2.2 Nikotiinireseptorien rakenne 
 
Asetyylikoliinin nikotiinireseptorit (nAChR) ovat ligandin säätelemiä ionikanavia, jotka 
osallistuvat Na
+
-, K
+
- ja Ca
2+
-kationien soluvirtauksien säätelyyn ja nopeaan eksitoivaan 
hermovälitykseen (Laviolette ja van der Kooy 2004). nAChR:t muodostuvat viidestä 
solukalvon läpäisevästä domeenista, nikotiinireseptorin alayksiköstä, jotka yhdessä 
muodostavat toiminnallisen reseptorialatyypin (Kuva 2) (Albuquerque ym. 2009). Kukin 
alayksikkö sisältää neljä transsellulaarista polypeptidiosaa (M1-M4), ligandia sitovan 
suuren solunulkoisen NH2-terminaalipään sekä vaihtelevan COOH-terminaalihännän. 
Kaikille alayksiköille on tyypillistä kahden kysteiinin väliin muodostuvan 13 aminohappoa 
erottavan silmukan (Cys-loop) esiintyminen solunulkoisessa osassa. nAChR:n alayksiköt 
luokitellaan α- tai ei-α-alayksiköiksi riippuen siitä, sijaitseeko agonistin sitomiseen tärkeä 
kysteiinisilmukka lähellä M1 solukalvonosaa. Nikotiinireseptorien aktivoituminen 
käynnistyy agonistin sitoutuessa α-alayksikön aminoketjussa sijaitsevaan liganditaskuun. 
α-alayksikön asennon muutoksen on katsottu johtavan reseptorin konformaation 
muutokseen ja kationikanavan avautumiseen (Unwin ym. 2002).  
 
 
Kuva 2. Asetyylikoliinin nikotiinireseptorin rakenne (nAChR) (mukaillen Laviolette ja van 
der Kooy 2004). Pentameerinen nikotiinireseptori muodostaa solukalvon läpäisevän 
ionikanavan, jonka jokainen alayksikkö sisältää neljä kalvon läpi menevää osaa (M1-M4), 
agonistin sitovan aminopään (N-terminaali) ja karboksyylihappohännän (C-terminaali). 
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Nisäkkäillä on tähän mennessä tunnistettu 16 erilaista (α1-α7, α9-α10, β1-β4, ε, γ ja δ) 
nACh-reseptorien alayksikköä (Albuquerque ym. 2009). Alayksiköt ja 
nikotiinireseptoriperheen rakenne on esitetty kuvassa 3. Nikotiinireseptorin agonistia 
sitova hydrofobinen tasku muodostuu kahden vierekkäisen alayksikön väliin, missä 
erityisesti α-alayksikön (α1, α2, α3, α4, α6, α7 tai α9) kysteiinirakenteella on tärkeä 
merkitys (Albuquerque ym. 2009). Reseptorikombinaatiosta riippuen agonistin sitomiseen 
osallistuvat myös tietyt aminohappotähteet α10-, β2-, β4-, δ-, γ-, tai ε-alayksiköistä. 
Yleisesti α-alayksikön hydrofobiset aminohappotähteet määrittävät ligandin hanakkuuden 
(affiniteetti) ja viereisen alayksikön aminohappotähteet puolestaan ligandin 
selektiivisyyden reseptoriin. Vaikka α5-, β1- ja β3-alayksiköt voivat esiintyä 
toiminnallisissa nAChR-alatyypeissä, niiden ei ole katsottu osallistuvan suoraan 
liganditaskun muodostumiseen.  
  
 
Kuva 3. Nikotiinireseptorien alayksikköjen luokittelu ja suhteellinen Ca
2+
/Na
+ 
-läpäisevyys 
(mukaillen Jensen ym. 2005). Kuvassa esiintyvää α8 nAChR alayksikköä on löydetty 
ainoastaan linnuissa. 
 
Nikotiinireseptorit esiintyvät neljässä eri toiminnallisessa tilassa: levossa, aktiivisena ja 
nopeasti tai hitaasti desensitoituneina (Kuva 4). Desensitaatiolla eli epäherkistymisellä 
α9 
α10 
 α7 
α8 
 
α1 
β1 
δ 
γ 
ε 
 
α2 
α4  
α3 
α6 
 
 
 
α5 
β3 
β2 
β4 
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homomeeriset nAChR:t 
Ca2+/Na+ ~10-20 
Lihastyypin nAChR:t 
Ca2+/Na+  0,2 
Neuronaaliset 
heteromeeriset nAChR:t 
Ca2+/Na+ ~1-1,5 
α9/α10 nAChR:t α 
α 
α α 
α 
α9 
α? 
α9 
α9 
α? 
α1 
ε/γ 
β1 δ 
α1 
α 
β 
β α 
β 
α 
β3/α5 
β α 
β 
α=7, 8, 9 
α= 2, 3, 4, 6 
β=2, 4 
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tarkoitetaan reseptorin biologisten vasteiden heikkenemistä pitkäaikaisen tai toistuvan 
agonistianostelun jälkeen (Quick ja Lester 2002). Aktivoitumisen ja desensitoitumisen 
asteet vaihtelevat suuresti eri nAChR-alatyyppien välillä (Jensen ym. 2005). Reseptoritilan 
muuntautumisen seurauksena agonistien ja antagonistien sitoutuminen nAChR:iin on 
erilaista. Agonisteilla on korkeampi sitoutumisvoimakkuus (affiniteetti) aktiiviseen kuin 
lepovaiheessa olevaan reseptoriin. Antagonistit puolestaan stabiloivat levossa olevaa tai 
inaktiivista reseptoritilaa. Korkean ja erittäin korkean affiniteetin sitoutuminen johtaa 
nACh-reseptorien nopeaan (fast-onset) tai hitaaseen (slow-onset) epäherkistymiseen ja 
reseptorin inaktivaatioon. Nikotiinireseptorien toiminnallisen tilan muuttuminen on yksi 
osatekijä niiden moninaisten farmakologisten ominaisuuksien taustalla. 
 
 
Kuva 4. Nikotiinireseptorien muuntautuminen eri reseptoritilasta toiseen (Jensen ym. 
2005). Kuvassa nAChR lepotilassa (R), aktiivitilassa (A), nopeasti (I) tai hitaasti (D) 
desensitoituneena. 
 
2.3 Nikotiinireseptorien sijainti ja eri alayksikkökoostumukset 
 
Asetyylikoliinin nikotiinireseptorit voidaan jakaa karkeasti kahteen ryhmään: 
hermolihasliitoksissa sekä keskushermostossa, tarkemmin selkäydinkanavan ganglioissa ja 
aivoissa, sijaitseviin nikotiinireseptoreihin. On myös viitteitä niiden esiintymisestä muissa 
kudoksissa ja solutyypeissä, kuten lymfosyyteissä, fibroblasteissa, keuhkojen limakalvolla, 
keratinosyyteissä sekä useissa sensorisissa elimissä (Lukas ym 1999).  
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Hermolihasliitoksissa olevia nikotiinireseptoreita kutsutaan yleisesti lihastyypin nACh-
reseptoreiksi ja niitä koodaavat α1-, β1-, γ-, δ-, ja ε-alayksiköiden geenit (Kalamida ym. 
2007). α1-, β1-, γ- ja δ-alayksiköt ilmenevät alkioiden hermolihasliitoksissa. Sen sijaan 
aikuisten lihastyypin nACh-reseptorissa γ-alayksikkö korvaantuu ε-alayksiköllä 
muodostaen α1β1δε-alatyyppirakenteen. Nisäkkäiden keskushermostossa ja perifeerisessä 
hermojärjestelmässä (autonomiset gangliot) ilmenevien neuronaalisten nikotiinireseptorien 
on katsottu muodostuvan pääsääntöisesti lähes yksinomaan α- ja β-reseptorialayksiköistä, 
erityisesti α2-α7, α9, α10 ja β2-β4 alayksiköistä (Collins ym. 2009). α7-α10 alayksiköt 
voivat esiintyä homopentameerisina (viisi α7-, α8- tai α9-alayksikköä) tai 
heteropentameerisina (α7/α8 tai α9/α10) rakenteina (Kalamida ym. 2007). Sitä vastoin α2-
α6 ja β2-β4 alayksiköit esiintyvät pelkästään heteromeerisina, useimmiten 
stoikiometrialtaan (αx)2(βy)3-reseptorirakenteina.  
 
Neuronaaliset nACh-reseptorit voivat muodostaa keskenään lukemattomia eri 
alayksikkökoostumuksia, joista tunnetuimpia nAChR-kombinaatioita on esitetty 
Taulukossa 1. Useiden tutkimusten perusteella on kuitenkin saatu viitteitä aivojen 
ilmentävän enimmäkseen α4-, β2- ja α7-alayksiköitä (Jensen ym. 2005). Erityisesti aivojen 
asetyylikoliinia sitovien korkean affiniteetin nACh-reseptoreista noin 90 %:n on katsottu 
muodostuvan heterogeenisista α4β2*-alatyypeistä. Vastaavasti toisen keskushermostossa 
vallitsevan nAChR-populaation, joka sitoo korkealla affiniteetilla Bungarus multicintus -
käärmeestä eristettyä α-bungarotoksiinia, on katsottu muodotuvan yksinomaan α7*-
alatyypeistä. Sen sijaan α3- ja β4-alayksikköjä ilmenee pääosin periferiassa, jossa ne 
muodostavat heterologisen α3β4*-alatyyppejä sisältävän reseptoriryhmän. 
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Taulukko 1. Luonnollisten nikotiinireseptorien alayksikkökoostumukset ja niiden 
ilmentyminen nisäkkäillä (mukaillen Lukas ym. 1999; Gotti ym. 2006b). Nimikkeen perässä 
oleva tähti tarkoittaa muita mahdollisia neuronaalisia nAChR-alayksikköjä, jotka saattavat 
esiintyä reseptorikombinaatiossa.  
Luonnolliset nAChR-alatyypit Sijainti Lähde 
(α1)2β1γδ Sikiön luurankolihas  
Lukas ym. 1999 (α1)2β1ε δ Aikuisen luurankolihas 
α3β4*/ 
α3α5β4/ 
α3α5β2β4 
Autonominen ganglio 
(α4)2(β2)3 / 
α4α5β2 
Keskushermosto: mm. aivokuori, 
hippokampus, ”geniculate”-tumake, 
keskiaivot, yläkukkula, striatum, 
verkkokalvo 
Lukas ym. 1999; 
Gotti ym. 2006b 
α3β4*/ 
α3α4β2/ 
α3β2* 
Keskushermosto: mm. pikkuaivot, 
aivokuori, käpyrauhanen, yläkukkula 
Lukas ym. 1999; 
Gotti ym. 2006b 
α6β2*/ 
α6α4β2*/  
α6β3* 
Keskushermosto: mm. striatum, 
keskiaivot,  geniculate-tumake 
Lukas ym. 1999; 
Gotti ym. 2006b 
α7* Autonominen ganglio, keskushermosto Lukas ym. 1999 
α9* 
α9α10 
Mm. korvan simpukka, aivolisäke, 
autonominen ganglio, kuulorata 
Lukas ym. 1999; 
Vincler ym. 2006  
 
2.4 Neuronaalisten nACh-reseptorien ilmentyminen keskushermostossa 
 
Keskuhermoston nikotiinireseptorit ovat jakautuneet lajaalti eri puolelle aivoja. Erityisen 
runsaasti niitä on talaamisilla, kortikaalisilla ja srtiataalisilla alueilla (David ja Nordberg 
2000). Tutkimustiedon perusteella nAChR:t sijaitsevat pääosin hermosolujen 
somatodendriittisissä osissa, aksonin preterminaalisella alueella ja presynaptisella 
hermosolupäätealueella (Kuva 5) (Albuquerque ym. 2009).  Tämän lisäksi niitä on havaittu 
myös myeliinitupellisissa aksoneissa (Kawai ym. 2007). Neuronaaliset nAChR:t voivat 
esiintyä kolinergisten hermosolujen lisäksi pre- tai postsynaptisesti myös muissa 
välittäjäainehermosoluissa. nACh-reseptoreita on löydetty esimerkiksi dopaminergisten 
hermosolujen päätealueella striatumissa ja aivokuorella, noradrenaliinia vapauttavissa 
hermosoluissa hippokampuksessa, glutamatergisissä hermosoluissa pikkuaivoissa sekä 
GABAergisissä hermosoluissa ventraalitegmentaali- (VTA) ja mustatumakkeen (substantia 
nigra) alueilla (Gotti ym. 2006b, Zaniewska ym. 2009). 
  
9 
 
 
 
Kuva 5. Neuronaalisten nikotiinireseptoreiden sijainti hermosolussa (mukaillen Laviolette 
ja van der Kooy 2004, Wonnacot ym. 1997). Nikotiinireseptoreita esiintyy 
preterminaalisesti, pre- ja postsynaptisesti myös aivojen eri välittäjäainehermosoluissa sekä 
myeliinitupellisissa aksoneissa (Albuquerque ym. 2009).  
 
Nikotiinireseptorien alayksiköiden jakautumisesta nisäkkäiden ja ihmisten 
keskushermostossa on saatu tietoa pitkälti radioaktiivisten solukalvositoutumiskokeiden, 
kvantitatiivisten autoradiografiatutkimusten ja lähetti-RNA:n in situ -
hybridisaatiokokeiden avulla. Muun muassa ihmisen aivojen ohimonpuoleisen aivokuoren 
ja striatumin on osoitettu ilmentävän erittäin runsaasti α4- ja β2-alayksiköitä (Gotti ym. 
2006a). Apinoilla tehdyissä tutkimuksissa α7-alayksiköiden esiintyminen on puolestaan 
voimakkainta hippokampuksen, pikkuaivojen ja talamuksen verkkotumakkeen alueella 
(Quik ym. 2000). Muiden nAChR-alayksiköiden esiintyminen eri aivoalueilla on kuitenkin 
paljon rajoittuneempaa. Esimerkiksi α3 ja β4 alayksikköjä on löydetty nisäkkäiden aivoissa 
käpylisäkkeen ja pikkuaivovarren välisiltä alueilta, erityisesti kolinergisistä habenula-
interpedunkulaariradoista (Whiteaker ym. 2002; Grady ym. 2009). α6 ja β3 alayksiköitä on 
puolestaan havaittu suuressa määrin lähinnä katekoliaminergisilla hermosolualueilla kuten 
striatumissa, substantia nigrassa ja ventraalitegmentaalialueella (Kuryatov ym. 2000; Quik 
ym. 2000; Gotti ym. 2006a). Neuronaalisten nikotiinireseptorialatyyppien 
alayksikkökoostumuksia ja niiden ilmentymistä keskushermostossa on käsitelty tarkemmin 
katsauksen myöhempien osien yhteydessä. 
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3 NIKOTIINIRESEPTORIT NEUROLOGISISSA SAIRAUKSISSA 
 
3.1 Parkinsonin tauti 
 
Parkinsonin tauti (PD) on etenevä neurologinen sairaus, jonka motoriset oireet johtuvat 
mustatumakkeen (substantia nigra) dopamiinihermosolujen tuhoutumisesta ja striatumiin 
kulkevien dopamiiniratojen toiminnan häiriintymisestä (Rinne ym. 1997; Sian ym. 1999). 
Parkinsonin taudille tyypillisiä oireita ovat liikkeiden hidastuminen, lihasjäykkyys, 
asennon epävakaus sekä käsien ja jalkojen vapina. Pitkälle edenneissä tapauksissa tauti voi 
johtaa liikuntakyvyttömyyteen (Sian ym. 1999). Parkinsonin taudissa nigrostriataalisista 
hermosoluista yli 50 %:a ja striatumin dopamiinista yli 80 %:a on hävinnyt ennen 
kliinisten oireiden ilmenemistä (Olivera ym. 2008). Kliiniset, patologiset ja aivojen 
kuvantamistutkimukset PD-potilaiden motoristen toimintahäiriöiden edeltävistä vaiheista 
(premotorinen faasi) ovat kuitenkin tuoneet lisätietoa mahdollisten varhaisten oireiden 
esiintymisen ja tiettyjen neuropatofysiologisten muutosten yhteydestä (Tolosa ym. 2009). 
Koska premotorisen faasin aikaisista oireista ja niiden syy-yhteyksistä PD:n kehittymiselle 
ei tiedetä vielä riittävästi, taudin diagnoosi perustuu ensisijaisesti motoristen oireiden 
tunnistamiseen. Parkinsonin tautiin ei ole parantavaa hoitokeinoa, joten lääkehoidon 
keskeisimpänä tarkoituksena on vähentää tai lieventää taudin aiheuttamia oireita 
korjaamalla aivojen dopamiinivajetta (Rinne 1997). 
 
Parkinsonin taudin perimmäinen syy on tuntematon. On kuitenkin mahdollista, että 
nigrostriataalisen dopamiinihermosolujärjestelmän tuhotumiseen ja PD:lle ominaisten 
motoristen oireiden kehittymiseen osallistuvat myös muut striatumin 
välittäjäainejärjestelmät kuten kolinerginen hermojärjestelmä (Quik ym. 2009). Muun 
muassa havainnot siitä, että tupakoivien ihmisten keskuudessa esiintyy vähemmän 
Parkinsonin tautia, on johtanut ajatukseen nikotiinin neuroprotektiivisista vaikutuksista ja 
siten nAChR:en osallisuudesta dopaminergisen hermovälityksen säätelyyn. 
Radioaktiivisissa in vitro tutkimuksissa nikotiinireseptoreita on katsottu esiintyvän 
runsaasti basaaliganglion alueella (Quik ym. 2000; Quik ja Jeyarasasingam 2000; Kulak 
ym. 2002). Striataalisten presynaptisten nACh-reseptorien stimulaation on katsottu 
aiheuttavan dopamiinin vapautumisen hermosolupäätteestä (Wonnacott ym. 2000; 
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Salminen ym. 2004; McCallum ym. 2005). Erityisesti α6α4β2β3, α6β2β3, α4β2 ja α7 
nAChR-alatyyppit osallistuvat dopaminergisen hermovälitysjärjestelmän toimintaan 
nisäkkäillä (Kuva 6) (Zoli ym. 2002; Champtiaux ym. 2003; Quik ym. 2005; Salminen ym. 
2004, 2007). Parkinsonin taudin yhteydessä on havaittu nikotiinireseptorien selektiivistä 
vähenemistä tietyiltä aivonalueilta jyrsijöillä, apinoilla ja PD-potilailla (Quik ym. 2001, 
2005; Kulak ym. 2002; McCallum ym. 2005; Gotti ym. 2006a; Bordia ym. 2007). 
 
 
Kuva 6. Kaavamainen esitys nAChR-alatyyppien sijainnista nigrostriataalisissa 
hermoradoissa nisäkkäiden aivoissa (mukaillen Quik ja McIntosh 2006). 
 
3.2 Alzheimerin tauti ja Lewyn kappale -dementia 
 
Alzheimerin tauti (AD) sekä Lewyn kappale -dementia (engl. Lewy Body Dementia, LBD) 
ovat hermostoa rappeuttavia muistisairauksia (McKeith ym. 1996). Alzheimerin taudin 
osuus dementian kehittymisessä on kuitenkin merkittävin: tauti vastaa noin 50-60 % 
dementiatapauksista vanhempien ihmisten keskuudessa. Alzheimerin taudin perimmäistä 
syytä ei tiedetä, mutta taudissa keskeisimmät aivomuutokset tapahtuvat oppimisen ja 
muistin aivoalueilla, joissa hermosolutuhon ja synapsien vähenemisen johdosta AD-
potilaan otsa- ja ohimolohkot ovat pienentyneet (Mattson ym. 2004). Taudinkuvalle 
tyypilliset neuropatologiset piirteet liittyvät epänormaaliin β-amyloidivalkuaisen (Aβ) 
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kertymiseen solunulkoisiin plakkeihin sekä solunsisäisten neurofibrillikimppujen 
muodostumiseen erityisesti entorinaalisen kuorikerroksen, hippokampuksen, 
tyvenpuoleisen etuaivokuoren ja mantelitumakkeen alueille. Alzheimerin tautiin on 
yhdistetty myös aivojen tyvitumakealueelta aivokuoreen suuntautuvien kolinergisten 
hermoratojen vaurio (Auld ym. 2002). Alzheimerin taudin selvin oire on muistin 
heikkeneminen, mutta tautiin saattaa liittyä myös muita kognitiivisten toimintojen häiriöitä 
tai käyttäytymishäiriöitä. Vaikka lääkehoidolla voidaan saavuttaa lyhytaikaista muistin 
paranemista, hermosolujen rappeutumista estävää hoitokeinoa ei ole vielä olemassa 
(Mattson ym. 2004). 
 
Alzheimerin tautiin liittyy nikotiinireseptorien vajaus tietyillä aivonalueilla (Aubert ym. 
1992; Perry ym. 1995; Sabbagh ym. 1998). Tutkimuksista on saatu viitteitä erityisesti α4β2 
nACh-reseptorien selektiivisestä vähenemisestä AD-potilaiden ohimolohkon aivoalueelta 
(Warpman ja Nordberg 1995). Myös useiden immunohistokemiallisten kokeiden 
perusteella on osoitettu α4, mutta ei α3 tai α7 nAChR-alayksiköiden vähenevän 
Alzheimerin tautia sairastavien potilaiden isoaivokuorelta (Martin-Ruiz ym. 1999; Guan 
ym. 2000; Perry ym. 2000; Gotti ym. 2006a). Yleisesti nAChR:en väheneminen AD-
potilailla näyttäisi ilmenevän kuitenkin ennemmin proteiinitasolla kuin lähetti-RNA 
tasolla, mikä saattaa selittyä post-translaatiovaiheen toimintahäiriöistä (Liu ja Wu 2006). 
Selvitettäessä AD:n patogeneesia ja kolinergisten hermosolujen tuhoutumista, β-
amyloidivalkuaisen neurotoksisuuden on havaittu mahdollisesti välittyvän neuronaalisten 
nACh-reseptorien kautta (Liu ym. 2001; Liu ja Wu 2006; Wang ym. 2009). Liukoinen Aβ 
sitoutuu erityisesti α7 nAChR:iin muodostamalla Aβ-α7nAChR-kompleksin, joka muun 
muassa heikentää reseptorin synapsitoimintaa sekä johtaa suurentuneeseen Aβ-plakkien 
määrään solun sisällä (Liu ym. 2001; Wang ym. 2009). Aβ-α7nAChR-kompleksin 
muodostumisen estäminen saattanee tarjota uuden terapeuttisen kohteen Alzheimerin 
taudin hoidossa (Wang ym. 2009).  
 
Myös Lewyn kappale -dementiaan liittyy erinäisiä hermostoperäisiä mielenterveydellisiä 
oireita ja alentunut nACh-reseptorien määrä eri aivonalueilla. LBD vastaa noin 15-20 %:a 
pitkälle edenneistä dementiatapauksista (McKeith ym. 1996). Pääasiallisesti LBD:n 
katsotaan kuitenkin erottuvan AD-tapauksista sairaudelle tyypillisten eriasteisten kliinisten 
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oireiden perusteella. Näitä oireita ovat toistuvat tajunnanhäiriöt, vaiheittaiset sekavuustilat, 
huomattavat psykiatriset oireet kuten näkö- ja/tai kuuloharhat sekä Parkinsonin taudille 
tyypilliset liikkeidenhallintahäiriöt. Sairauden patofysiologiseen taustaan liittyy erityisesti 
α-synukleiini proteiinista lähtöisin olevien Lewyn-kappaleiden ilmentyminen aivokuorella 
sekä aivokuorenalaisilla alueilla. Lewyn kappale -dementiaan yhdistettyä nACh-
reseptorien määrän laskua on havaittu muun muassa neokorteksin, hippokampuksen, 
talamuksen, tyvitumakkeen ja striatumin alueilla (Court ym. 2001; Ray ym. 2004; Gotti 
ym. 2006a). Kuten Parkinsonin taudissa myös LBD:ssä on havaittu [
3
H]nikotiinin 
sitoutumisen vähenevän substantia nigran ja tegmentumin alueilla (Perry ym. 1995).  
 
3.3 Nikotiiniriippuvuus 
 
Nikotiini on tupakkakasvin lehdestä eristetty alkaloidi, jonka tiedetään aiheuttavan 
riippuvuutta (Zaniewska ym. 2009). Maailmanlaajuinen tupakointiongelma ja kroonisesti 
nikotiinille altistuvien määrään lisääntyminen on herättänyt tutkijoiden kiinnostuksen 
nikotiiniriippuvuuden syntymekanismiin. Nikotiiniriippuvuuden kehittymisen taustalla on 
tunnistettu muun muassa ventraalitegmentaalialueen sekä limbisten ja kortikaalisten 
dopamiinihermosolujen (DA) muodostaman palkitsemisjärjestelmän aktivoituminen (Dani 
ja Bertrand 2007; Zaniewska ym. 2009). Järjestelmässä nikotiinin aiheuttama nACh-
reseptorien eriasteinen epäherkistyminen DA:ta säätelevissä GABAergissa ja 
glutamatergisissa hermosoluissa sekä striatumiin johtavissa presynaptisissa 
dopamiinihermopäätteissä johtaa lisääntyneeseen dopamiiniaktiivisuuteen ja muutoksiin 
dopamiinivälitteisessä riippuvuuskäyttäytymisessä (Dani ja Bertrand 2007).  
 
Nikotiiniriippuvuuden kehittymisen taustalla on vaihtoehtoisesti kuvattu myös 
keskushermoston eri nAChR-reseptoripopulaatioiden lisääntyminen (upregulaatio) pitkän 
ajan nikotiinialtistuksen seurauksena (Barik ja Wonnacott 2009). Useissa tutkimuksissa 
nikotiinireseptorien, erityisesti α4β2* nAChR-alatyyppien, määrien on havaittu kasvavan 
in vitro ja in vivo nisäkkäiden solukokalvopreparaateissa ja aivoleikkeillä (Flores ym. 
1992; Peng ym. 1994a; Warpman ym. 1998; Whiteaker ym. 1998; Buisson ja Bertrand 
2001; Xiao ja Kellar 2004). Myös α3 sisältävien nACh-reseptorien ja α7 alatyyppien 
määrät muuttuvat kroonisen nikotiinialtistuksen jälkeen (Peng ym. 1997). Reseptorimäärän 
lisääntyminen vaihtelee kuitenkin eri nAChR-alatyyppien välillä ja sen on katsottu 
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ilmenevän eriasteisena kudoksissa kuin solulinjoissa (Barik ja Wonnacott 2009). nACh-
reseptorimäärien lisääntymisen merkitys addiktion taustalla on vielä kiistanalainen ja 
näyttö puutteellista. On kuitenkin mahdollista, että nikotiinialtistuksen vähenemisestä 
johtuvat vieroitusoireet ilmenevät osittain lisääntyneiden nACh-reseptorien kautta.    
 
3.4 Neuropaattinen kipu 
 
Neuropaattinen kipu on krooninen kivunoireyhtymä. Se tarkoittaa usein pitkittynyttä tilaa, 
jossa normaalisti kivuttomat ärsykkeet aiheuttavat kipua (allodynia), kivuntunto on 
herkistynyt (hyperalgesia) ja kipukohtaukset esiintyvät spontaanisti. Neuropaattisen kivun 
taustalla voi olla moninaisia syitä, mutta perifeerinen hermovaurio on kuitenkin yksi sen 
yleisimmistä aiheuttajista. Koska neuropaattinen kipu reagoi usein huonosti tavanomaiseen 
hoitoon kuten opioideihin ja tulehduskipulääkkeisiin, kroonisen neuropaattisen kivun 
oireenmukainen hoito jää tavallisesti vaillinaiseksi. Hoidon monimuotoisuutta vähentää 
lisäksi tämänhetkisten kipulääkkeiden rajalliset farmakologiset vaikutusmekanismit 
(Vincler ym. 2006). 
 
Neuronaalisten nikotiinireseptorien kautta vaikuttavista aineista on pyritty löytämään uusia 
ja tehokkaampia neuropaattisen kivun hoitokeinoja. Muun muassa nikotiini, epibatidiini 
sekä azetidinyyli-eetteriryhmän nACh-reseptoriagonistit ovat osoittaneet merkittävää 
analgeettista tehoa prekliinisissä kipua mallintavissa tutkimuksissa (Spande ym. 1992; 
Badio ja Daly 1994; Bannon ym. 1998; Meyer ym. 2000). Mekanismin on katsottu 
välittyvän tiettyjen aivorungon alueelta laskevien estävien kipuratojen aktivaation ja 
erityisesti α4 nACh-reseptorien kautta (Meyer ym. 2000). Neuronaalisten nACh-
reseptorien osallisuutta eksitatoristen aktiopotentiaalien syntyyn on sittemmin osoitettu 
myös ihmisestä eristettyjen myeliinitupettomien C-säikeiden solukalvolla (Lang ym. 
2003). Näiden kipuaistia välittävien perifeeristen hermosäikeiden on todettu ilmentävän 
spesifisti α3-, α5- ja β4-reseptorialayksikköjä, mutta ei α4-, β2- tai α7-alayksikköjä. 
Viimeaikaisten tutkimusten mukaan myös α9α10 nAChR-alatyypit saattanevat olla 
osallisia kivunlievitysjärjestelmässä (Vincler ym. 2006; Ellison ym. 2006, 2008; Nevin ym. 
2007). Tätä asiaa käsitellään tarkemmin kappaleessa 7.4. 
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4 KÄÄRMEISTÄ ERISTETYT TOKSIINIT 
 
4.1 Käärmeenmyrkky 
 
Käärmeiden erittämät myrkyt ovat olleet tutkijoiden kiinnostuksen kohteena jo monien 
vuosikymmenten ajan niiden erityisten farmakologisten ja biokemiallisten ominaisuuksien 
takia. Myrkyn päätehtävänä on lamauttaa saaliseläin pyydystämisen yhteydessä. 
Käärmeenmyrkyn sisältämät vaikuttavat aineet kohdentuvat saaliseläimen fysiologisesti 
elintärkeisiin hermojen, lihasten ja sydämen toimintaan sekä verenkiertoon ja solukalvojen 
läpäisevyyteen (Karlsson 1979).   
 
Käärmeenmyrkky on monimutkainen yhdistelmä biologisesti aktiivisia ainesosia, joilla 
kullakin on lukuisia spesifisiä vaikutuskohteita. Suurin osa myrkyn komponenteista 
muodostuu erilaisista proteiineista. Se sisältää myös molekyylipainoltaan pieniä yhdisteitä 
kuten peptidejä, nukleosideja, amiineja, hiilihydraatteja, lipidejä sekä metalli-ioneja, joiden 
merkitys biologisen aktiivisuuden kannalta on vähäisempi. Käärmeenmyrkyssä esiintyvät 
polypeptidirakenteiset yhdisteet toimivat ruoansulatusta edistävinä entsyymeinä tai ne 
muodostavat laajan toksiinikirjon käsittäen muun muassa kardiotoksiinit, neurotoksiinit, 
proteinaasi-inhibiittorit, dendrotoksiinit, myotoksiinit sekä asetyylikoliiniesteraasi-
inhibiittorit. Näistä polypeptideistä neurotoksiinit muodostavat yhden myrkyllisimmistä 
toksiiniryhmistä sitoutumalla asetyylikoliinin nikotiinireseptoreihin hermolihasliitoksissa 
ja aiheuttamalla kohteen toiminnallisen lamaantumisen (PhuiYee ym. 2004).  
 
4.2 Neurotoksiinit 
 
4.2.1 Luokittelu 
 
Valtaosa tunnetuista neurotoksiineista on peräisin Elapidae-ja Hydrophidae-heimon 
käärmeistä, erityisesti kobra-, mamba-, kraitit- ja merikäärmelajeista (PhuiYee ym. 2004). 
Kirjallisuudessa esiintyy useita luokittelutapoja, mutta pääsääntöisesti neurotoksiinit 
voidaan jakaa vaikutustavan mukaan presynaptisiin (β-neurotoksiinit) ja postsynaptisiin 
(kuraren kaltaiset α-neurotoksiinit) neurotoksiineihin (Karlsson 1979; Larréché ym. 2008). 
Presynaptiset neurotoksiinit vaikuttavat kolinergiseen hermovälitysjärjestelmään muun 
muassa estämällä asetyylikoliinin vapautumista hermosolupäätteestä (esim. β-
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bungarotoksiini, Bungarus multicinctus) tai estämällä asetyylikoliiniesteraasia (esim. 
faskikuliinit, Dendroaspis spp.) tai sitoutumalla hermosolun toimintaa sääteleviin nACh-
reseptoreihin (esim. κ-neurotoksiinit, Bungarus spp.) (Kuva 7) (Nirthanan ja Gwee 2004). 
Kuraren kaltaiset (engl. curaremimetic) α-neurotoksiinit sitoutuvat lihas- tai hermosolun 
solukalvon postsynaptisiin nACh-reseptoreihin ja estävät solun depolarisoitumisen ja siten 
hermovälityksen etenemisen (Larréché ym. 2008).  
 
 
Kuva 7. Neurotoksiinien vaikutuspaikat motorisessa kolinergisessä hermopäätteessä 
(mukaillen Larréché ym. 2008). β-neurotoksiinit, faskikuliinit sekä dendrotoksiinit 
vaikuttavat asetyylikoliinin neurotransmissioon presynaptisesti. Sen sijaan α-neurotoksiinit 
estävät postsynaptisia asetyylikoliinin nikotiinireseptoreita. 
 
Aminohappokoostumuksen ja rakenteellisten eroavaisuuksien perusteella postsynaptiset 
neurotoksiinit voidaan jakaa eri ryhmiin: lyhytketjuisiin sekä pitkäketjuisiin α-
neurotoksiineihin, epätyypillisiin pitkäketjuisiin sekä muihin epätavanomaisiin α-
neurotoksiineihin (esim. weak-toksiinit) (Nirthanan ja Gwee 2004; PhuiYee ym. 2004). 
Pitkäketjuisten ja epätavanomaisten α-neurotoksiinien sekä κ-neurotoksiinien on havaittu 
sitoutuvan hermolihasliitosten nikotiinireseptorien ohella myös neuronaalisiin 
nikotiinireseptoreihin (Anand ym. 1993; Séguéla ym. 1993; Grant ym. 1998; Antil-Delbeke 
ym. 2000; Utkin ym. 2001; Nirthanan ym. 2002). 
 
 
 
  
17 
 
4.2.2 α-Neurotoksiinien rakenne 
 
Käärmeenmyrkyn sisältämiä yhdisteitä on pyritty tutkimaan fraktioimalla ja eristämällä 
toksiinikomponentteja sekä määrittämällä proteiinien aminohapporakenteita. Ensimmäinen 
neurotoksiini, jonka aminohappojärjestys saatiin selville, oli Naja nigricollis -käärmestä 
eristetty toksiini-α (Tx-α) (Eaker ja Porath 1967). Tämän jälkeen syvällisempi tietämys 
neurotoksiinien molekyylirakenteen selvittämisen ja toksiinien karakterisoinnin kannalta 
on tullut mahdolliseksi nykyaikaisten NMR-spektroskopia-, 3D-tietokonemallinnus- ja 
röntgenkristallografia-menetelmien avulla (PhuiYee ym. 2004; Tsetlin ja Hucho ym. 2004; 
Mordvintsev ym. 2005). 
 
α-Neurotoksiinit kuuluvat ”kolmisormiseen” (engl. three-finger) polypeptidien 
suurperheeseen, jotka koostuvat tyypillisesti 60-74 aminohappotähteestä (Tsetlin ja Hucho 
ym. 2004). Kaikille kolmisormisille toksiineille on ominaista niiden erikoislaatuinen 
taipumus muodostaa hydrofobisesta ytimestä neljän disulfidisidoksen avulla kolme 
vierekkäistä silmukkaa, jotka muistuttavat ulospäin työntyviä sormia. Tämä rakenne on 
kehityksen aikana hyvin säilynyt ja koostuu tietyistä muuttumattomista 
aminohappotähteistä, jotka vastaavat ennemmin toksiinien polypeptidiketjun oikeanlaisesta 
laskostumisesta kuin vuorovaikutuksista kohdereseptoreihin (Nirthanan ja Gwee 2004). α-
Neurotoksiinien rakenteen erikoisuutta lisäävät kuitenkin niiden laajat 
muovautumisominaisuudet, joihin vaikuttavat proteiinirungon silmukoiden koko, β-
säikeiden määrä sekä laskoskierteet ja -kääntymät. Molekyylirakenteen 
uudelleenjärjestäytymisen merkitys korostuu erityisesti toksiinien vaikutuskohteiden 
monimuotoisuudessa sekä eri kohdemolekyylien selektiivisyydessä. Eri kolmisormisten 
toksiinien kolmiulotteisia rakenteita on esitetty kuvassa 8. 
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Kuva 8. Asetyylikoliinin nikotiinireseptoreihin vaikuttavia käärmeen myrkystä eristettyjä 
”kolmisormi”-rakenteisia neurotoksiineja (mukaillen Nirthanan ja Gwee 2004). Kuvassa on esitetty 
kolmiulotteiset rakenteet vastaavissa kolmen silmukan orientaatioissa (silmukat I-III) sekä 
disulfidisidokset mustina siltoina. A: Erabutoksiini-a (Laticauda semifasciata), B: Toksiini-α (Naja 
nigricollis), C: Kandoksiini (Bungarus candidus), D: Bukandiini (Bungarus candidus), E: α-
Kobratoksiini (Naja kaouthia), F: α-Bungarotoksiini (Bungarus multicinctus), G: LSIII (Laticauda 
semifasciata) ja H: κ-Bungarotoksiini (Bungarus multicinctus).  
 
Lyhytketjuiset α-neurotoksiinit (esim. erabutoksiini-b ja toksiini-α, Naja nigricollis) 
muodostuvat 60-62 aminohapon käsittävästä polypeptidiketjusta ja neljästä 
disulfidisidoksesta (Nirthanan ja Gwee 2004). Sen sijaan pitkäketjuiset α-neurotoksiinit 
(esim. α-bungarotoksiini ja α-kobratoksiini, Naja kaouthia) koostuvat 66-75 
aminohappotähteestä ja viidestä disulfidisidoksesta muodostaen ylimääräisen laskoksen 
keskimmäisen silmukan (II) päähän. Pitkäketjuisten toksiinien pidempi C-terminaalihäntä 
ja lyhyempi I-silmukka erottavat ne myös lyhytketjuisista neurotoksiineista. Epätyypilliset 
α-neurotoksiinit (esim. Lc-a ja Lc-b, Laticauda semifasciata) ovat 
aminohapporakenteeltaan yhteneväisiä pitkäketjuisten α-neurotoksiinien kanssa, mutta 
niiltä puuttuu viides disulfidisidos. Myös κ-neurotoksiinit ovat rakenteeltaan hyvin 
samankaltaisia pitkäketjuisten α-neurotoksiinien kanssa (Chiappinelli ym. 1996). Kolmi-
sormi-rakenteisiin α-neurotoksiineihin kuuluvat epätavanomaiset toksiinit (esim. 
kandoksiini ja bukandiini, Bungarus candidus) sisältävät viidennen disulfidisidoksen, 
mutta se sijaitsee N-terminaaliketjun silmukan (I) päässä (Nirthanan ja Gwee 2004). 
Näiden toksiinien alhaisen nAChR sitoutumisvoimakkuuden perusteella niitä kutsutaan 
heikoiksi neurotoksiineiksi (engl. weak toxins).  
  
19 
 
 
4.2.3 Sitoutuminen nikotiinireseptoreihin  
 
α-Neurotoksiinien sitoutumista ja nACh-reseptorien ligandia sitovia alueita on tutkittu 
laajasti lihastyypin kaltaisilla, esimerkiksi sähkörauskun (Torpedo marmoratan tai 
Torpedo californican), nACh-reseptoreilla, koska valtaosa toksiineista sitoutuu suurella 
affiniteetilla ensisijaisesti α1, β1, γ, δ/ε -alayksikköjä sisältäviin nACh-reseptoreihin (Pillet 
ym. 1993; Antil ym. 1999; Utkin ym. 2001; Servent ym. 2000; Mordvintsev ym. 2005). 
Tietokonemallinteisten tutkimusten perusteella toksiinien on havaittu estävän nAChR-
molekyylin uudelleenjärjestäytymistä ja oikeanlaisen ionikanavan asennon muodostumista 
miehittämällä agonistia sitovan paikan (Mordvintsev ym. 2005). Erityisesti nACh-
reseptorin α-alayksikön katsotaan osallistuvan neurotoksiinien sitoutumiseen (Malany ym. 
2000). 
 
Tutkimuksissa on kuitenkin havaittu selkeitä eroja lyhytketjuisten ja pitkäketjuisten α-
neurotoksiinien sitoutumisessa neuronaalisiin nACh-reseptoreihin. Ménez 
tutkimusryhmineen on käyttänyt hyväksi systemaattisia paikkakohdennettuja 
mutageneesitutkimuksia selvittääkseen lyhytketjuisen erabutoksiini a:n, Laticauda 
semifasciata, (Pillet ym. 1993; Tremeau ym. 1995) ja pitkäketjuisen α-kobratoksiinin (α-
CTX), Naja kaouthia, (Antil ym. 1999; Antil-Delbeke ym. 2000) aktiivisia kohtia 
reseptorin sitoutumisessa. Tutkimukset osoittivat, että molemmat neurotoksiiniryhmät 
hyödyntävät useita samanlaisia aminohappotähteitä kuten lysiiniä (Lys 23/Lys27 ja 
Lys49/Lys47), asparagiinihappoa (Asp27/Asp31), arginiinia (Arg33/Arg33) sekä 
tryptofaania (Trp25/Trp29) ja fenyylialaniinia (Phe29/Phe32) sitoutuessaan Torpedo 
marmoratan nACh-resetoreihin. Lisäksi kävi ilmi, että erabutoksiini a:n ensimmäisen 
silmukan kärjen sekä α-kobratoksiinin C-terminaalihännän vaikuttavan oleellisesti 
reseptorisitoutumiseen. Kuitenkin niin, että edellä mainitulla ominaisuudella oli merkitystä 
vain lyhytketjuisille neurotoksiineille ja jälkimmäiseksi mainitulla pitkäketjuisille 
neurotoksiineille. Antil ja kumppanit (1999) sekä Antil-Delbeke kumppaneineen (2000) 
ovat jatkotutkimuksillaan tunnistaneet ne α-kobratoksiinin aminohappotähteet, jotka 
vastaavat toksiinin sitoutumisesta neuronaaliseen α7 nikotiinireseptorialatyyppiin. α-
Kobratoksiini sitoutui sekä Torpedo (α1) että α7 nAChR-alatyyppeihin neurotoksiineissa 
yleisesti esiintyvien aminohappotähteiden välityksellä (Trp25, Asp27 and Arg33), mutta 
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reseptorin tunnistamiseen osallistui myös kummallekin reseptorityypille spesifisiä 
aminohappovariantteja (Ala28, Lys35 ja Cys26-Cys30 α7-reseptorissa sekä Lys23 ja 
Lys49 Torpedo-reseptorissa). Vastaavanlaisissa tutkimuksissa kolmesilmukkaisten α-
neurotoksiinien rakenteen ja sitoutumisen nACh-reseptoreihin on katsottu perustuvan 
vuosien saatossa säilyneeseen yhteneväiseen molekyyliytimeen, jonka spesifisyys tiettyyn 
nAChR-alatyyppiin määräytyy vaihtelevin osin kullekin toksiinille erityisistä 
aminohappotähteistä (Servent ym. 2000). 
 
Merkittävän edistysaskeleen toksiininen sitoutumisominaisuuksien karakterisoinnissa on 
tuonut myös asetyylikoliinia sitovan proteiinin (engl. acetylcholine binding protein, 
AChBP) hyödyntäminen. AChBP on liukoinen proteiini, joka on alun perin eristetty 
Lymnae stagnalis-etanasta (Smit ym. 2001). Proteiini muodostaa homopentameerisen 
rakenteen, jonka on katsottu muistuttavan läheisesti nACh-reseptoreiden α-alayksikköjen, 
erityisesti α7:n ligandia sitovaa N-terminaalihäntää (Brejc ym. 2001). 
Kiderakennetutkimuksissa Bourne tutkimuryhmineen (2005) osoitti α-kobratoksiinin II-
silmukan tunkeutuvan syvälle kahden AChBP-alayksikön väliin muodostaen α-CTX-
AChBP-kompleksin ligandia sitovan taskun kanssa (Kuva 9). Myös aikaisemmissa 
tutkimuksissa Fruchart-Gaillard kumppaneineen (2002) on osoittanut α-kobratoksiinin II-
silmukan kärjen disulfidirakenteen ja C-terminaalihännän muodostavan erityisen tärkeän 
osan α7 nikotiinireseptoriin sitoutumisessa. Sen sijaan I- tai III-silmukoilla ei havaittu 
olevan samanlaista merkitystä reseptoriin kiinnittymisessä. Vertailevat 
tietokonemallinnustutkimukset lyhytketjuisesta neurotoksiini II:sta (Naja oxiana) Torpedo 
californica nACh-reseptoreilla antavat lisäviitteitä sille, että lyhytketjuiset ja pitkäketjuiset 
neurotoksiinit sitoutuvat eri tavalla nikotiinireseptoreihin erityisesti niiltä osin, jossa II-
silmukka työntyy nAChR:n ligandia sitovaan koloon (Mordvintsev ym. 2005). 
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Kuva 9. α-Kobratoksiinin (α-CTX) vuorovaikutukset homopentameerisen asetyylikoliinia 
sitovan proteiinin (AChBP) kanssa ylhäältä päin (A) ja tasossa (B) (Bourne ym. 2005). α-
CTX-AChBP-kompleksi muodostuu kahden (sininen ja keltainen) proteiiniyksikön väliin, 
missä toksiinimolekyylin (liila rakenne) II silmukan kärki työntyy syvälle liganditaskuun.  
 
4.2.4 Spesifisyys neuronaalisiin nikotiinireseptoreihin 
 
Kolmisormirakenteiset α-neurotoksiinit toimivat kilpailevina nACh-reseptorien 
antagonisteina kolinergisessä hermovälityksessä (esim. PhuiYee ym. 2004). Lyhytketjuiset 
α-neurotoksiinit estävät ligandin sitoutumista ainoastaan lihastyypin nACh-reseptoreihin. 
Pitkäketjuiset α-neurotoksiinit ja rakenteellisesti samankaltaiset κ-neurotoksiinit sekä 
weak-toksiinit estävät puolestaan lihastyypin nACh-reseptorien ohella myös neuronaalisten 
nikotiinireseptorien toimintaa (Taulukko 2). 
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Taulukko 2. Neuronaalisiin nAChR-alatyyppeihin vaikuttavia käärmeistä eristettyjä 
neurotoksiineja. 
Toksiini Luokittelu 
Spesifisyys 
neuronaalisiin 
nAChR:iin 
Tutkimuskohteet Lähde 
α-Bungarotoksiini Pitkäketjuinen 
α-neurotoksiini 
Homomeeriset α7, 
α8, α9 
Heteromeeriset 
α7α8*, α9α10 
Rotan N21-PC12-
solulinja, Xenopus-
munasolut, 
Kanan verkkokalvo, 
Ihmisen SH-SY5Y- 
solulinja, 
rotan sisäkorvan 
simpukan karvasolut 
Anand ym. 1993 
Séguéla ym. 1993, 
Johnson ym. 1995 
Rangwala ym. 1997 
Keyser ym. 1993, 
Peng ym. 1994b 
Elgoyhen ym. 2001 
α-Kobratoksiini Pitkäketjuinen 
α-neurotoksiini 
α7 
(kanan kimeerinen 
α7/5-HT3- reseptori) 
Ihmisen HEK 293-
solut 
Antil-Delbeke ym. 
2000, 
Servent ym. 2000 
Kandoksiini, 
WTX, 
sWntx-5 
Weak-toksiinit α7 (rotan), 
α7 (ihmisen ja 
rotan), 
α7 (kanan 
kimeerinen α7/5-
HT3- reseptori) 
Xenopus-munasolut, 
Ihmisen HEK-solut 
Nirthanan ym. 2002,  
Utkin ym. 2001,  
Poh ym. 2002 
κ-Bungarotoksiini Pitkäketjuinen 
κ-neurotoksiini 
α3*, 
α3β2 (rotan) 
 
Kanan silmän 
sädekehän 
hermosolmukkeet, 
Xenopus- munasolut 
Halvorsen ja Berg 
1986 
Grant ym. 1998, 
Luetje ym. 1998 
 
Taiwanilaisen Bungarus multicinctus -käärmeen myrkystä eristetty pitkäketjuinen α-
bungarotoksiini (α-Btx), oli ensimmäisiä parhaiten karakterisoituja α-neurotoksiineja, joilla 
todettiin olevan vaikutusta neuronaalisiin nACh-reseptorialatyyppeihin. α-Btx:lla on 
havaittu suurta affiniteettia ihmisen neuroblastoomasolujen luonnollisiin α7 nACh-
reseptoreihin sekä Xenopus-munasoluissa ilmennettyihin homomeerisiin α7 ja α9 nACh-
reseptoreihin (Séguéla ym. 1993; Peng ym. 1994b; Johnson ym. 1995). α-Btx:n on havaittu 
sitoutuvan myös merkittävissä määrin homomeerisiin α7 ja α8 nACh-alatyyppeihin ja 
näiden muodostamiin heteromeerisiin α7α8* nACh-alatyyppeihin kanan 
verkkokalvopreparaateilla (Anand ym. 1993; Keyser ym. 1993). Lisäksi sillä on 
affiniteettia heteromeerisiin α9α10 nAChR-alatyyppeihin rotan sisäkorvan simpukan 
karvasoluissa (Elgoyhen ym. 2001). Pitkäketjuisista α-neurotoksiineista myös α-
kobratoksiini (α-CTX) on osoittautunut voimakkaaksi antagonistiksi α7-alatyypin nACh-
reseptoreihin (Antil-Delbeke 2000). α-CTX:n sitoutumista tutkittiin ihmisen sikiön 
munuaissoluihin (HEK-293) transferoiduilla kimeerisillä α7/5-HT3-
rekombinanttireseptoreilla, jotka muistuttavat läheisesti kanan neuronaalisia α7 nAChR:ta. 
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Kandoksiini, joka on eristetty Bungarus multicinctus tai B. candidus -käärmeen myrkystä, 
on muista heikosti vaikuttavista neurotoksiineista poiketen osoittautunut voimakkaimmaksi 
α7 nAChR antagonistiksi huolimatta sen rakenteellisista eroista pitkäketjuisiin α-
neurotoksiineihin. Kandoksiinin on havaittu sitoutuvan suhteellisen pysyvästi Xenopus- 
sammakon munasoluissa ilmennettyihin rotan α7 nAChR:hin jo nanomolaarisilla 
pitoisuuksilla (Nirthanan ym. 2002). Toisin kuin kandoksiini, ”weak-toksiini” WTX (Naja 
kaouthia), ja heikko neurotoksiini Wntx-5 (Naja Sputatrix) eivät sitoudu yhtä suurella 
affiniteetilla neuronaalisiin α7 nikotiinireseptoreihin, mutta ovat kuitenkin 
sitoutumistaipumuksiltaan enemmän samankaltaisia pitkäketjuisten kuin lyhytketjuitsen α-
neurotoksiinien kanssa (Utkin ym. 2001; Poh ym. 2002). 
 
α-Neurotoksiineja läheisesti muistuttavista κ-neurotoksiineista erityisesti κ-
bungarotoksiinin (κ-Bgt, Bungarus multicinctus) on havaittu sitoutuvan α-Btx:n tavoin 
neuronaalisiin nikotiinireseptoreihin (Halvorsen ja Berg 1986). κ-Bungarotoksiinilla 
(neuronaalinen bungarotoksiini) on kuitenkin havaittu affiniteettia α-Btx:n 
sitoutumispaikkojen ohella myös muihin nAChR-alatyyppeihin. Grant tutkimusryhmineen 
(1998) on tunnistanut rekombinoidun κ-Bgt:n leimaavan spesifisti α3β2 nAChR-
alatyyppejä Xenopus-sammakon munasoluilla. κ-Bgt ei estänyt kuitenkaan 
asetyylikoliinilla aiheutettuja ionivirtauksia α2β2, α4β2 tai α3β4 nAChR-alatyyppien 
kautta. Sen sijaan aikaisemmassa tutkimuksessa κ-Bgt:n on havaittu inhiboivan nopeasti ja 
palautuvasti α2β2, α2β4, α3β4, α4β2, α4β4, mutta ei α3β2 alatyyppejä (Papke ym. 1993). 
Eroon on vaikuttanut mahdollisesti toksiinin hidas ja pysyvä reseptorisitoutuminen α3β2 
nAChR-alatyyppeihin (Grant ym. 1998). 
 
 
5 MERIETANOISTA ERISTETYT TOKSIINIT 
 
5.1 Cone snail -merietanat  
 
Keilakotiloiden (engl. Conus) suku käsittää 500-700 eri merietanalajia (Olivera ja Teichert 
2007). Kaikkia näitä merenalaisia kotiloita yhdistää kullekin lajille ominaisten 
monimutkaisten peptidirakenteisten myrkkyjen hyödyntäminen saaliseläinten 
pyydystämisessä (Norton ja Olivera 2006). Keilakotilot luokitellaan lihaa syöviin 
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nilviäisiin, jotka käyttävät myrkkyään paitsi saalistukseen myös puolustukseen ja 
kilpailuun. Keilakotilot ovat rakenteeltaan värikkäitä ja kartiomaisia. Niitä tavataan 
pääsääntöisesti trooppisilla merialueilla, mutta on myös lajeja, jotka ovat kotiutuneet 
viileämmille vesistöille. 
 
5.2 Merietanoista eristetyt myrkyt  
 
Conus-merietanoiden erittämistä myrkyistä on löydetty yli 100 erilaista ainesosaa, joiden 
on katsottu muodostavan arviolta yhteensä yli 50 000 erilaista farmakologisesti aktiivista 
ainetta (Norton ja Olivera 2006). Myrkyn sisältämiä yhdisteitä nimitetään yleisesti 
konopeptideiksi (engl. conuspeptides) tai tavallisemmin konotoksiineiksi, mikäli kyseessä 
on kaksoissulfidirakenteinen peptidi. Conus-myrkyn peptidejä karakterisoitiin 
biokemiallisesti ensimmäisen kerran 1970-luvun lopulla (Cruz ym. 1978; Olivera ym. 
1985). Tämän jälkeen konopeptidejä on tutkittu systemaattisesti nopealla vauhdilla niiden 
ainutlaatuisten farmakologisten ominaisuuksien takia. 
 
5.2.1 Luokittelu 
 
Keilakotilot jaetaan saalistustavan mukaan matoja (engl. worm-hunting tai vermivorous), 
muita etanoita (engl. snail-hunting tai molluscivorous) tai kaloja (engl. fish-hunting tai 
piscivorous) metsästäviin kotilolajeihin. Eri keilakotilolajit luokitellaan edelleen 
myrkkyjen sisältämien peptididikomponenttien sekä niiden vaikutuskohteiden mukaan. 
Tähän mennessä on tunnistettu konotoksiineja, jotka vaikuttavat muun muassa 
jänniteherkkiin natriumkanaviin (μ-konotoksiinit sekä δ-konotoksiinit), kaliumkanaviin (κ-
, κA- ja κM-konotoksiinit) tai kalsiumkanaviin (ω-konotoksiinit), ligandivälitteisiin nACh-
reseptoreihin (α-konotoksiinit sekä αA- ja ψ-konotoksiinit), serotoniinin 5HT3-
reseptoreihin (ζ-konotoksiinit) tai glutamaattireseptoreihin (NMDA, N-metyyli-D-
aspartaatti) (konantokiinit-G, -T ja -R) (Norton ja Olivera 2006). Näistä toksiineista α-
konotoksiinit muodostavat laajimmin karakterisoidun ryhmän, jonka antagonistiset 
vaikutukset välittyvät lihastyypin sekä neuronaalisten nACh-reseptorien kautta (Olivera 
ym. 1985). Esimerkki α-konotoksiinien haarautumisesta Conus-suvussa ja niiden 
vaikutuskohteista nACh-reseptoreihin on esitetty kuvassa 10. 
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Kuva 10. Yksinkertaistettu kuva valikoiduista α-konotoksiineista, niiden sukuhaarasta sekä 
vaikutuskohteista eri nACh-reseptoreihin (mukaillen Olivera ja Teichert 2007). Kuvassa 
esitetyt α-konotoksiinit α-ImI (C. imperialis) ja α-RgIA (C. regius) on eristetty matoja 
saalistavista keilakotilolajeista (Stephanoconus) ja ne vaikuttavat samankaltaisiin 
neuronaalisiin nACh-reseptoreihin. Sen sijaan α-MI (C. magus) on peräisin kaloja 
saalistavasta kotilolajista (Pionoconus) ja se vaikuttaa heteromeerisiin lihastyypin nACh-
reseptoreihin. 
 
5.2.2 α-Konotoksiinien rakenne  
 
α-Konotoksiinit ovat yleisesti Conus-toksiinien tavoin pieniä disulfidirakenteisia ja post-
translaatiomuokkautuvia peptidejä, jotka koostuvat 12-19 aminohappotähteestä (Dutton ja 
Craik 2001). Pienen molekyylirungon vuoksi niiden eristäminen ja rakenteen selvittäminen 
on ollut mahdollista PCR-monistus- ja cDNA-seulontamenetelmillä. Kuvassa 11A on 
havainnollistettu kaavamaisesti α-konotoksiinien aminohapporunkoa, jossa rikkisillat 
rakentuvat ensimmäisen ja kolmannen sekä toisen ja neljännen kysteiini-aminohapon 
väliin muodostaen kaksi erillistä silmukkaa. Kunkin α-konotoksiinin rakenne muotoutuu 
kysteiinien väliin jäävistä vaihtelevista aminohapoista, minkä perusteella ne jaetaan 3/5-, 
4/7-, 4/6- ja 4/3-rakenteisiin toksiiniryhmiin (Dutton ja Craik 2001). Esimerkiksi 3/5-α-
konotoksiinissa toisen ja kolmannen kysteiinin väliin jäävät kolme aminohappoa (m), sen 
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sijaan kolmannen ja neljännen väliin viisi aminohappoa (n). Tutkittaessa 28 tunnetun α-
konotoksiinin aminohapporakenteita 14:sta eri lajista, on onnistuttu tunnistamaan pääosin 
kaksi yhteneväistä, mutta vaikutuksiltaan poikkeavaa toksiiniaminohapposekvenssiä, joista 
toinen on erityisesti aktiivinen lihastyypin (3/5) ja toinen neuronaalisiin nAChR:iin (4/7, 
4/6 ja 4/3) (Kuva 11B) (Livett ym. 2006).  
 
A 
 
  
 
B 
 
α-Konotoksiinit Yleinen sekvenssi Tertiäärirakenne 
Lihastyypin nAChR:t C C N/H P A C G R/K N/H Y/F X C* 3/5 
Neuronaaliset nAChR:t G C C S X P X C X X X N/H P X X C* 4/7 
 
Kuva 11. A. Kaavamainen esitys α-konotoksiinien kysteiinien välisestä 
disulfidirakenteesta (Dutton ja Craik 2001). Kirjaimet m ja n viittaavat 
aminohappotähteisiin, jotka eivät sisällä kysteiiniä. Tunnetuissa α-konotoksiineissa m-osa 
vaihtelee kolmen tai neljän aminohapon välillä, n kolmen ja seitsemän aminohapon välillä. 
B. Lihastyypin ja neuronaalisiin nACh-reseptoreihin vaikuttavien α-konotoksiinien yleinen 
aminohapporakenne (mukaillen Livett ym. 2006). Tummennetut C:t kuvastavat kysteiini-
aminohappotähteitä, jotka muodostavat toksiinin tertiäärirakenteen. Kuvassa X:t 
ilmentävät puuttuvaa tai mitä tahansa aminohappoa ja C*:t aminoituvaa C-
terminaalihäntää, mikä on seurausta α-konotoksiinien post-translationaalisesta 
muokkautumisesta.   
 
5.2.3 Sitoutuminen nikotiinireseptoreihin 
 
α-Konotoksiinien rakenneaktiivisuuksia ja sitoutumista on tutkittu laajasti hyödyntämällä 
toksiineja karakterisoivia NMR- ja röntgenkidemalleja. Rakenteellisten erojen vuoksi 3/5- 
ja 4/7-molekyylirunkoisten α-konotoksiinien sitoutumiseen ja spesifisyyteen vaikuttavat 
erilaiset sitoutumistekijät. 3/5-rakenteisten toksiinien selektiivisyyttä lihastyypin 
nAChR:iin mahdollisesti selittävät yhteneväisyydet molekyylirakenteessa, erityisesti 
positiivisen aminohappotähteen (Gly) ja hydrofobisen alueen osalta (Dutton ja Craik 
2001). Sen sijaan 4/7-rakenteisten α-konotoksiinien proteiinilaskostuminen johtaa 
erilaiseen molekyylikonformaatioon, jonka ominainen sitoutuminen tiettyyn nAChR-
C C C C m n 
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alatyyppiin riippuu hyvin pitkälle sivuketjujen erilaisuudesta. Vain muutamien 
aminohappojen korvaantuminen toisilla voi aiheuttaa muutoksia kohdespesifisyydessä ja 
sitoutumisvoimakkuudessa (Luo ym. 1999; McIntosh ym. 2004). Näin ollen kunkin 4/7-
rakenteisen α-konotoksiinin tietyt yksittäiset aminohappotähteet ovat merkittävässä osassa 
sitoutumistekijöitä tunnistettaessa. 
 
Esimerkiksi α-konotoksiini MII:n (α-CtxMII) kriittisten aminohappotähteiden on havaittu 
muodostuvan kolmesta molekyylin ulkopinnalle työntyvästä sivuketjusta (Asn5, Pro6 ja 
His12), jotka vastaavat toksiinin sitoutumisesta α3β2-reseptoriin (Everhart ym. 2004). α-
CtxMII:n selektiivisyyteen vaikuttavia tekijöitä on pyritty tutkimaan myös rakentamalla ja 
seulomalla kimeerisiä α ja β nAChR-alayksikköjä (Harvey ym. 1997). Tutkimuksissa 
osoitettiin erityisesti aminohappojen Lys185 ja Ile188 α3-alayksikössä ja Thr59 β2-
alayksikössä olevan tärkeitä sivuketjuja α-CtxMII:n selektiivisyydessä α3β2 nAChR-
alatyyppiin. Vertailtaessa vastaavasti α-konotoksiini PnIA:ta ja siitä kahdella 
aminohappotähteellä eroavaa PnIB:ta, on yhden pistemutaation havaittu muuttavan 
peptidien nAChR-selektiivisyyttä (Luo ym. 1999). Termodynaamisten analyysien 
perusteella Leu10-aminohappotähteen katsottiin lisäävän toksiinien vuorovaikutuksia α7-
reseptoreiden, mutta ei α3β2-reseptoreiden kanssa. Sen sijaan Ser11-aminohapon katsottiin 
vähentävän peptidien vuorovaikutuksia kumpaankin reseptorialatyyppiin. On myös viitteitä 
siitä, että α-konotoksiinien nAChR-alatyyppi-spesifisyyteen saattaa vaikuttaa muun 
muassa toksiinimolekyylin sulfatoitunut tai sulfatoitumaton muoto (Loughnan ym. 2004). 
Tutkittaessa esimerkiksi post-translaatiomuokattujen α-konotoksiini AnIB -varianttien 
sitoutumista α3β2 ja α7 nACh-reseptoreihin, havaittiin aminoitumattomien ja 
sulfatoitumattomien muotojen vähentävän toksiinin α7 nAChR spesifisyyttä. 
 
α-Konotoksiinien ja α-neurotoksiinien reseptorikinetiikkaa on verrattu toisiinsa (Kuva 12) 
(Dutertre ym. 2004). Vaikka α-konotoksiinit ja α-neurotoksiinit jakavat osittain samoja 
sitoutumiskohtia nACh-reseptorissa, α-konotoksiinien on havaittu ankkuroituvan kuitenkin 
eri kohtaan ligandia sitovassa taskussa. Eri sitoutumistekijöiden osallistuminen nACh-
reseptorissa voi siten osaltaan selittää yksittäisten α-konotoksiinien voimakkaan 
selektiivisyyden nACh-reseptoreihin. 
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Kuva 12. α-Kobratoksiinin (α-CTX punainen) ja α-konotoksiini ImI:n (α-CtxIMI, sininen) 
ankkuroituminen α7 nACh-reseptoriin (Dutertre ym. 2004). Rakenneaktiivisuussuhteita 
osoittavissa tietokonemallinnuksissa α-CTX sitoutuu ensisijaisesti (+) alayksikön β9/β10 
laskostuman alapuolelle, ja α-CtxIMI vuorovaikuttaa puolestaan (-) alayksikön 
aminohappotähteiden kanssa β9/β10 laskostuman yläpuolella. 
 
5.2.4 Spesifisyys neuronaalisiin nikotiinireseptoreihin 
 
α-Neurotoksiinien tavoin myös α-konotoksiinit toimivat neuronaalisten nikotiinireseptorien 
kilpailevina antagonisteina. α-Konotoksiinien spesifisyys eri neuronaalisiin nAChR-
alatyyppeihin on kuitenkin moninaisempaa kuin käärmeistä eristetyillä toksiineilla 
(Taulukko 3). Conus-suvun toksiineista α-konotoksiini MII (Conus magus) lienee tutkituin 
sen selkeän ja voimakkaan nAChR-selektiivisyyden takia. α-CtxMII:n aktiivisuutta 
Xenopus-munasoluilla ilmennettyihin α3β2 nAChR-alatyyppeihin on tutkittu erinäisissä 
elektrofysiologisissa kokeissa (Cartier ym. 1996; Harvey ym. 1997; McIntosh ym. 2004). 
Sittemmin toksiinin on havaittu sitoutuvan myös suurella voimakkuudella kimeerisiin α6*-
alayksikköä sisältäviin ihmisen nikotiinireseptoreihin heterologisesti ekspressoiduilla 
Xenopus-munasoluilla (Kuryatov ym. 2000) sekä erityisesti α6β2* alayksiköitä sisältäviin 
nAChR-alatyyppeihin mutatoidun hiiren striataalisilla solukalvoilla (Salminen ym. 2004).  
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Taulukko 3. Neuronaalisiin nAChR-alatyyppeihin vaikuttavia α-konotoksiineja. 
Spesifisyys (#), aktiivisuus (¤) vaihtelee ekspressoiduissa ja luonnollisissa nAChR-
tutkimusmalleissa. Synteettinen (s). 
α-Konotoksiini Rakenne Pääasiallinen 
vaikutuskohde 
Koejärjestelmä Lähde 
MII 
(C. magus) 
4/7 α6β2* ≈ α3β2 Xenopus-munasolut, 
mutatoidun hiiren striataaliset 
solukalvopreparaatit 
Cartier ym. 1996, 
Kuryatov ym. 2000 
McIntosh ym. 2004, 
Salminen ym. 2004 
AuIA, 
AuIC 
(C. aulicus) 
4/7 α3β4 Xenopus-munasolut, rotan 
hippokampuksen 
solukalvopreparaatit 
Luo ym. 1998 
PnIA, 
PnIB 
(C.pennaceus) 
4/7 α3β2 > α7   
α7 > α3β2  
Xenopus-munasolut, 
rotan aivojen 
solukalvopreparaatit 
Luo ym. 1999 
EpI 
(C.episcopatus) 
4/7 α3β2, α3β4, α7 # Xenopus-munasolut, 
rotan intrakardiaaliset 
gangliasolut, naudan 
kromaffiinisolut 
Nicke ym. 2003, 
Loughnan ym. 1998 
AnIB 
(C. anemone) 
4/7 α3β2> α7  Xenopus-munasolut Loughnan ym. 2004 
Vc1.1 
(C. victoriae) 
4/7 α3β4, α3β2, 
α3β4*, 
α9α10 
Xenopus-munasolut, 
naudan lisämunuaisytimen 
solukalvopreparaatit 
Clark ym. 2006 
Sandall ym. 2003 
Vincler ym. 2006 
sPIA 
(C. purpurascens) 
4/7 α6β2*> α3β2 Xenopus-munasolut Dowell ym. 2003 
sLp1.1  
(C. leopardus) 
4/7 α3β2, α6α3β2  Xenopus-munasolut Peng ym. 2008 
AuIB 
(C. aulicus) 
4/6 α3β4 ¤  
presynaptiset 
nAChR:t 
Xenopus-munasolut, 
intrakardiaaliset gangliasolut, 
rotan hippokampuksen 
synaptiset 
solukalvopreparaatit 
Nicke ym. 2003 
Luo ym. 1998, 
 
ImI, 
ImII 
(C. imperialis) 
4/3 
4/3 
α7, α9 
α7 
Xenopus-munasolut,  
rotan aivojen 
solukalvopreparaatit 
Johnson ym. 1995 
Ellison ym. 2003 
RgIA 
(C. regius) 
4/3 α9α10 Xenopus-munasolut, 
rotan korvan simpukan  
karvasolut 
Ellison ym. 2006, 
Ellison ym. 2008 
 
Myös muiden α-konotoksiinien on osoitettu sitoutuvan α3* nAChR-alatyyppeihin. Muun 
muassa Luo ja kumppanit (1999) tutkivat α-konotoksiini PnIA:n ja PnIB:n sitoutumista 
Xenopus-munasoluilla ilmennettyihin nisäkkäiden eri nAChR-alatyyppikombinaatioihin 
(α2β2, α2β4, α3β2, α3β4, α4β2, α4β4, α7 ja α1β1γδ). Toksiinien havaittiin estävän lähes 
yksinomaan α3β2 ja α7 nACh-reseptoreita, tosin päinvastaisin vaikutuksin. PnIA esti 
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ensisijaisesti α3β2 ja PnIB α7 reseptorialatyyppejä. Samansuuntainen PnIB:n α7 
selektiivisyys saatiin, kun toksiineja tutkittiin myös luontaisilla α-bungarotoksiinia sitovilla 
reseptoreilla rotan aivojen solukalvopreparaateilla. Tämän lisäksi Luo tutkimusryhmineen 
(1998) havaitsi selektiivisyyseroja eri nikotiinireseptorikombinaatioihin tutkiessaan Conus 
aulicus-merietanasta eristettyjä AuI (A, B ja C) α-konotoksiineja. Tutkimuksissa todettiin 
erityisesti AuIB:n estävän voimakkaimmin asetyylikoliinilla aiheutettuja ionivirtauksia 
Xenopus-munasoluilla ilmennetyissä α3β4 nAChR-alatyypeissä. AuIB:n 
nikotiinireseptorispesifisyyttä osoitettiin lisäksi tutkimuksilla, joissa sen havaittiin 
vähentävän nikotiinilla aiheutettua noradrenaliinin, mutta ei dopamiinin, vapautumista 
rotan hippokampuksen synaptisilla solukalvopreparaateilla. 
 
4/7-ja 4/6-rakenteisten toksiinien ohella myös 4/3-rakenteiset α-konotoksiinit ovat 
selektiivisiä neuronaalisiin nikotiinireseptoreihin. Erityisesti α-konotoksiinit ImI ja ImII 
sitoutuvat voimakkaasti α7-reseptorialatyyppeihin (Johnson ym. 1995; Ellison ym. 2003). 
Toisin kuin α-CtxImI, α-CtxImII:n ei havaittu kilpailevan samoista sitoutumispaikoista α-
bungarotoksiinin kanssa. Vaikka toksiinit eroavat vain muutamalla aminohappotähteellä 
toisistaan, niiden sitoutumisen on osoitettu tapahtuvan eri kohtaan α7 nACh-
reseptoritaskua (Ellison ym. 2003). 
 
On hyvä huomioida, että suurin osa selektiivisyystutkimuksista on tehty cDNA-
rekombinanttitekniikalla Xenopus-munasoluilla, jotka ilmentävät pääsääntöisesti vain 
haluttuja nAChR-alatyyppiklooneja tai geeniteknisesti tuotettuja reseptorikimeerejä. Nicke 
kumppaneineen (2003) on havainnut kuitenkin esimerkiksi α-konotoksiini EpI:n sekä 
AuIB:n selektiivisyyden ja reseptoriaktiivisuuden muuttuvan keinotekoisesti 
ekspressoitujen ja luonnollisten nAChR-alatyyppien välillä. Näin ollen Xenopus-
munasoluilla tehdyt tutkimukset eivät välttämättä riitä osoittamaan α-konotoksiinien 
eivätkä myöskään α-neurotoksiinien todellisia vaikutuksia luonnollisiin nAChR-
alatyyppeihin, jotka voivat erota muun muassa reseptorin laskostumisominaisuuksiltaan, 
alayksikkökombinaatioiltaan tai stoikiometriltaan keinotekoisista tutkimusmalleista (Luo 
ym. 1998, 1999). Lisäksi Xenopus-munasoluilla ilmennetyt nACh-reseptorit ovat 
useimmiten rotasta mallinnettuja, mikä myös rajoittaa tutkimustiedon suoraa verrattavuutta 
ihmisten nAChR-alatyyppeihin.  
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6 TOKSIINIT NIKOTIINIRESEPTORIEN FARMAKOLOGIASSA 
 
6.1 Reseptorisitoutumiskokeet 
 
α-Bungarotoksiinin spesifistä sitoutumista tiettyihin nikotiinireseptorialatyypeihin on 
hyödynnetty lähes poikkeuksetta erilaisissa reseptorisitoutumistutkimuksissa, joissa 
toksiinista on tehty jodilla leimattu radioaktiivinen johdos: [
125I]α-bungarotoksiini ([125I]α-
Btx). Vuonna 1978 Segal tutkimusryhmineen osoitti kolinergisten nikotiinireseptorien 
olemassaolon rotan hippokampuksen ja hypotalamuksen kudoshomogenaateissa 
käyttämällä [
125I]α-bungarotoksiinia biokemiallisissa reseptoritutkimuksissaan. Sittemmin 
toksiini on osoittautunut hyödylliseksi tutkimusvälineeksi tunnistamaan nACh-reseptorien 
agonistien tai antagonistien spesifistä sitoutumista α-bungarotoksiinille herkkiin 
reseptorialatyyppeihin (Ward ym. 1990; Gerzanich ym. 1995; Davies ym. 1999) ja 
karakterisoimaan esimerkiksi luonnollisten ja keinotekoisesti ekspressoitujen α7 nACh-
reseptorien eroja (Peng ym. 1994b). [
125I]α-Btx:n affiniteettia neuronaalisiin α7 
reseptorialatyyppeihin on pyritty hyödyntämään etenkin uusien selektiivisten 
reseptorimerkkiaineiden löytämisessä. Esimerkiksi pitkäketjuisen α-kobratoksiinin, weak-
toksiinien sekä α-konotoksiinien ImI:n ja ImII:n α7 spesifisyyttä on osoitettu [125I]α-Btx-
reseptorisitoutumiskokeilla (Antil-Delbeke ym. 2000; Utkin ym. 2001; Poh ym. 2002; 
Ellison ym. 2003). [
125I]α-Btx:n reseptorisitoutumiskokeiden avulla on voitu myös osoittaa 
α-Btx:lle herkkien neuronaalisten nikotiinireseptorien ilmentymistä erilaisissa 
solulinjoissa, kuten ihmisen neuroblastooman SH-SY5Y- ja rotan feokromosytooman 
PC12-solulinjoissa (Peng ym. 1994b; Rangwala ym. 1997). Solulinjojen ekspressoimien α-
Btx-reseptorien on katsottu muistuttavan lähinnä homomeerisisiä α7 nAChR-alatyypejä, 
vaikka α-Btx:lle herkkien reseptorien on havaittu muodostuvan myös heteromeerisistä α7* 
nAChR-alatyypeistä (Anand ym. 1993; Keyser ym. 1993). [
125I]α-Btx:a sitovia 
nikotiinireseptoreita on tunnistettu myös keskushermoston ja periferian ulkopuolelta. 
Esimerkiksi toiminnallisia nACh-reseptoreita on löydetty B-lymfosyyteistä johdetuista 
solulinjoista: myelooma- (X63-Ag8) sekä hybridoomasoluista (1D6) (Skok ym. 2003). 
Tutkimuksessa näiden solulinjojen havaittiin ilmentävän α-Btx:lle herkkiä α7 nACh-
reseptoreita, joiden on katsottu osallistuvan solujen proliferaatioon ja toiminnan säätelyyn. 
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Myös muita nAChR-spesifisiä radioaktiivisia leima-aineita on hyödynnetty tutkittaessa 
keskushermoston nikotiinireseptorialayksikköjä. Esimerkiksi [
125I]κ-bungarotoksiini on 
soveltunut osoittamaan sellaisia nikotiinireseptorityyppejä, joihin [
125I]α-bungarotoksiini ei 
sitoudu (Halvorsen ja Berg 1986, Chiappinelli ym. 1996). [
125I]κ-Bgt:n avulla on pystytty 
tunnistamaan muun muassa sitoutumiseen osallistuvia aminohappoalueita α3 nAChR-
alayksikössä (McLane 1990). Uudempia ja kohdespesifisiä leima-aineita on löydetty myös 
α-konotoksiineista. Jodi-leimatun [125I]α-konotoksiini MII:n ([125I]α-CtxMII) avulla on 
saatu merkittävää lisätietoa nisäkkäiden eri nAChR-alatyyppien reseptorikombinaatioista 
(Kuryatov ym. 2000; Whiteaker ym. 2000; Quik ja McIntosh 2006). Muun muassa 
Salminen kumppaneineen (2005) on onnistunut kehittämään [
125I]α-CtxMII:sta 
hyödyntävän solukalvoreseptorisitoutumiskokeen helpottamaan sellaisia farmakologisia 
tutkimuksia, joita on ollut vaikea suorittaa autoradiografisilla tutkimuksilla. 
Radioaktiivisella [
125I]α-CtxMII:lla tehtyjä tutkimuksia on kuvattu tarkemmin kappaleissa 
6.2 ja 7.1. 
 
6.2 Autoradiografiset tutkimukset  
 
Käärmeistä eristetyn α-bungarotoksiinin löytäminen ja käyttäminen 
reseptorisitoutumiskokeissa on edistänyt tietämystä myös neuronaalisten 
nikotiinireseptorien sijainnista nisäkkäiden keskushermostossa. Jo varhaisilla [
125I]α-
bungarotoksiinia hyödyntävillä autoradiografisilla tutkimuksilla, joissa kudosleikkeessä 
oleva sitoutunut radioaktiivisuus osoitetaan valokuvausfilmiin syntyvän kuvan avulla 
(Hyttel 1987), on pystytty paikantamaan kolinergisiä nikotiinireseptoreita rotan aivoissa 
sekä myös muiden selkärankaisten keskushermostossa ja periferiassa (Fambrough ja 
Hartzell 1972; Segal ym. 1978; Oswald ja Freeman 1981). Autoradiografisissa kokeissa 
[
125I]α-bungarotoksiinin sitoutumisen on katsottu tapahtuvan yleisesti aivojen sensoriseen 
hermostoon sekä limbiseen järjestelmään (Oswald ja Freeman 1981). Samanlaista 
alueellista jakautumista sekä sitoutumista erityisesti subsellulaarisille hermosolujen 
päätealueille on voitu todeta lisäksi solukalvositoutumiskokeilla (Salvaterra ym. 1975; 
Segal ym. 1978). Vertailevissa autoradiografisissa tutkimuksissa [
125I]α-Btx:lle herkät 
sitoutumispaikat eroavat kuitenkin selvästi korkean affiniteetin agonistipaikoista (Clarke 
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ym. 1985). Toksiinin esiintymisen on katsottu olevan runsainta erityisesti aivosillan 
dorsaalitegmentaalitumakkeen, keskiaivojen nelikukkuloiden (colliculus) ja 
hippokampuksen alueilla (Whiteaker ym. 1999). [
125I]α-bungarotoksiinin leimatessa 
suhteellisen spesifisti vain tiettyjä nAChR alapopulaatioita, reseptorijakautumista on 
tutkittu myös radioaktiivisella κ-bungarotoksiinilla. Rotalla tehdyissä autoradiografisissa 
kokeissa [
125I]κ-Bgt:lla on voitu erottaa α-Btx:lle ja erikseen nikotiinille herkkiä 
sitoutumispaikkoja eri aivoalueilla (Schulz ym. 1991). [
125I]κ-Bgt:n havaittiin esiintyvän 
sellaisilla aivoalueilla, jotka vastaanottavat näön aistimukseen liittyvää hermovälitystä 
silmän verkkokalvon ganglioista, ja siten leimaavan spesifisti eri nikotiinireseptoreiden 
alatyyppejä kuin α-bungarotoksiini. 
 
Yhdessä solukalvositoutumiskokeiden kanssa autoradiografiset kokeet [
125I]α-konotoksiini 
MII:lla ovat osoittautuneet erittäin hyödyllisiksi tutkimusmenetelmiksi tarkentamaan α3* 
ja α6* sisältävien nikotiinireseptorien esiintymistä nisäkkäiden keskushermostossa. Hiiren 
aivokudosleikkeitä kuvantavien tutkimuksien sekä α3-lähetti-RNA:ta paikantavien 
kokeiden perusteella [
125I]α-CtxMII:lle herkkien sitoutumispaikkojen katsottiin 
muodostuvan mahdollisesti α3-alayksiköistä yhdessä eri β-alayksiköiden kanssa 
(Whiteaker ym. 2000). Reseptorisitoutumiskokeissa suurimman osan [
125I]α-CtxMII:lle 
herkistä nAChR-alatyypeistä ei katsottu kuitenkaan välttämättä sisältävän α3-alayksikköä 
(Whiteaker ym. 2002). Tutkittaessa jyrsijöiden ja apinoiden aivoleikkeitä, [
125I]α-CtxMII:n 
havaittiin sitoutuvan suurella voimakkuudella α6 mRNA:ta ilmentäviin aivoalueisiin kuten 
nigrostriataalisiin hermoratoihin (substantia nigra, VTA, striatum ja nucleus accumbens), 
näköhermoon, pretektaalialueelle (engl. olivary pretectal) sekä tiettyihin osiin 
”geniculate”-tumaketta (Whiteaker ym. 2000; Quik ym. 2001; Champtiaux ym. 2002). 
Nämä tumakkeet poikkeavat muista tunnetuista nAChR-agonisteja tai -antagonisteja 
sitovista paikoista. α-CtxMII:n α6* spesifisyyden sekä α6 poistogeenisilla hiirillä tehtyjen 
tutkimusten perusteella osoitettiin toksiinille herkkien sitoutumispaikkojen muodostuvan 
suurimmaksi osaksi α6* sisältävistä nACh-reseptoreista hiirten striatumissa (Kuryatov ym. 
2000; Champtiaux ym. 2002; Whiteaker ym. 2002). Sen sijaan kädellisillä tehdyissä 
tutkimuksissa molempien alayksikköjen katsottiin vastaavan [
125I]α-CtxMII:n 
sitoutumisesta ja siten sekä α6* että α3* reseptorialatyyppien sijaitsevan apinoiden 
striatumissa (Quik ym. 2005).  
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6.3 Histokemialliset tutkimukset 
 
Autoradiografiset tutkimukset antavat usein vain kokonaiskuvan nACh-reseptorien 
jakautumisesta ja eivät siten yksinään riitä osoittamaan moninaisia 
nikotiinireseptorialatyyppejä. Kvantitatiivisempia tutkimustuloksia voidaan puolestaan 
saada immunohistokemiallisilla menetelmillä, joissa käytetään spesifisiä vasta-aineita 
leimaamaan yksittäisiä nAChR-alayksikköjä. Ferreira tutkimusryhmineen (2001) on 
hyödyntänyt in vitro autoradiografiassa [
125I]α-bungarotoksiinia sekä anti-α7-vasta-ainetta 
tutkiessaan kiertäjähermon dorsaalisen liikehermotumakkeen (engl. dorsal motor nucleus 
of the vagus, DMV) α7 nACh-reseptoreita DMV-käsitellyillä rotilla. Tutkimuksessa 
selvitettiin α7 nAChR:ien sijaitsevan postsynaptisesti DMV-hermosoluissa ja eroavan 
mahdollisesti homomeerisistä α7 nAChR-alatyypeistä. Vasta-ainemarkkereita on käytetty 
myös viimeaikaisissa tutkimuksissa, joissa α3-, α4-, α7-, β2- ja β4-alayksiköitä on pyritty 
osoittamaan poistogeenisten hiirten aivokudosleikkeistä (Whiteaker ym. 2006; Moser ym. 
2007).  
 
Immunohistokemialliset vasta-aineleimat eivät ole kuitenkaan osoittautuneet täysin 
luotettaviksi menetelmiksi todentamaan nACh-reseptorien alayksikköjen sijaintia 
nisäkkäiden aivoleikkeissä (Herber ym. 2004; Moser ym. 2007). Hyödyntämällä α7 nACh-
reseptoreita leimaavia neurotoksiineja, Shelukhina kumppaneineen (2009) on onnistunut 
kehittämään uudenlaisen histokemiallisen menetelmän paikantamaan α7 nACh-reseptoreita 
hermokudoksista. Tutkimuksissa käytettiin fluoresoivaa α-bungarotoksiinin johdannaista, 
Alexa-α-Btx (Alexa Fluor 488 -konjugoitu α-Btx) leimaamaan villin tyypin ja α7-
poistogeenisten hiirien takajuuren hermosoluganglioiden (engl. dorsal root ganglion, DRG) 
sekä selkäytimen nACh-reseptoreita. Tutkijat esittivät Alexa-α-Btx:n yhdessä 
leimaamattomien α-kobratoksiinin ja α-neurotoksiini II:sen kanssa mahdollistavan spesifin 
menetelmän havaitsemaan histokemiallisesti α7 nACh-reseptoreita jopa yhden 
viejähaarakkeen tarkkuudella. Lisäksi menetelmän katsottiin soveltuvan työvälineeksi 
erottamaan hermokudoksessa ilmeneviä α1 ja α7 reseptorialayksikköjä toisistaan.   
 
  
35 
 
6.4 Elektrofysiologiset kokeet 
 
Toksiinien sitoutumista nikotiinireseptorien eri alatyyppeihin on tutkittu useimmiten myös 
elektrofysiologisilla ionivirtamittausmenetelmillä (esim. patch tai voltage clamp -
tekniikoilla), tyypillisesti Xenopus laevis -sammakon munasoluilla (ks. 4.2.4 ja 5.2.4). 
Elektrofysiologisilla menetelmillä saadaan ensisijaisesti tietoa nACh-reseptorien 
toiminnallisuudesta (Marks ym. 2007). In vitro menetelmä Xenopus-sammakon 
munasoluilla soveltuu nikotiinireseptorien tutkimiseen, koska munasolut uudistuvat 
nopeasti ja ne eivät ilmennä mitään nAChR-alayksikköjä endogeenisesti (Nicke ym. 2003).  
  
Etenkin uusien toksiinien kohdalla elektrofysiologiset ionivirtauskokeet ovat vakiintuneet 
nopeaksi seulontamenetelmäksi nAChR-selektiivisyyden osoittamiseksi. Esimerkiksi 
vastikään karakterisoidulla α-konotoksiini Lp1.1:llä tehdyt ionivirtausmittaukset rotan 
rekombinoiduilla nACh-reseptoreilla ovat antaneet viitteitä toksiinin selektiivisyydestä 
α3β2 ja α6α3β2 reseptoreihin (Peng ym. 2008). Paitsi toksiinien nAChR-spesifisyydestä, 
toksiineja hyödyntävistä elektrofysiologisista kokeista saadaan lisätietoa 
nikotiinireseptorien ligandia sitovista ominaisuuksista ja nikotiinireseptorikombinaatioiden 
toiminnallisuudesta. Esimerkiksi tutkittaessa elektrodijännitemenetelmällä (engl. voltage 
clamp) κ-bungarotoksiinin sitoutumista α3* sisältäviin nACh-reseptoreihin, toksiinin 
inhibitiokinetiikan on katsottu määräytyvän beta-alayksikön mukaan (Papke ym. 1993). 
Geneettisesti muunnelluilla kimeerisillä beta-alayksiköillä (β2 ja β4) havaittiin 
alayksikköjen solun ulkoisenosan ensimmäisten 121 aminohapon riittävän säätelemään 
neuronaalisen bungarotoksiinin sitoutumisomaisuuksia. Toksiineja hyödyntävillä 
ionivirtausmittauksilla on myös löydetty uudenlaisia vaikutuksia nACh-reseptoreihin. 
López-Vera tutkimusryhmineen (2007) havaitsi Conus spurius -merietanasta eristämiensä 
SrIA ja SrIB α-konotoksiinien sekä synteettisen analogin [γ15E]SrIB nACh-reseptori-
inhibition lisäksi lisäävän nikotiinireseptorien kolinergistä vastetta. Tämä reseptoreita 
potensoiva vaikutus nähtiin hyvin pienillä toksiinikonsentraatioilla sekä lyhyellä 
altistusajalla ja se oli merkittävintä lähinnä lihastyypin α1β1γδ reseptoreihin, mutta ilmeni 
myös neuronaalisiin α4β2 reseptorialatyyppeihin. Vastaavanlaista nACh-reseptorien 
vasteen säätelyä havaitsi myös Hogg kumppaneineen (2003) tutkiessaan α-konotoksiini 
PnIA:n ja siitä muokatun johdannaisen [A10L]PnIA:n antagonistisia ominaisuuksia kanan 
villintyypin α7- ja mutatoituihin α7-L247T-reseptorialatyyppeihin. Tutkimustuloksissa 
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molempien toksiinien havaittiin estävän asetyylikoliinilla aiheutettuja ionivirtauksia 
villintyypin α7-reseptoreissa. Sen sijaan, toisin kuin PnIA:n, [A10L]PnIA:n sitoutuminen 
α7-L247T-reseptorialatyyppeihin oli kuitenkin luonteeltaan potensoivaa. Toksiinien 
sitoutumiseroa selitettiin niiden ominaisuuksilla stabiloida eri vaiheessa olevaa reseptoria, 
mikä mahdollisesti voinee olla taustalla myös López-Veran havaitsemissa tuloksissa. 
 
 
7 NEUROLOGISTEN SAIRAUKSIEN TUTKIMINEN JA TOKSIINIEN 
SOVELTUVUUS TERAPEUTTISIIN TARKOITUKSIIN 
 
7.1 Dopamiinin vapautuminen ja Parkinsonin tauti 
 
Parkinsonin taudin patogeneettinen mekanismi liittyy substantia nigran dopaminergisten 
hermosolujen vähittäiseen tuhoutumiseen ja sitä kautta dopamiinin puutokseen muun 
muassa striatumin alueella (Rinne ym. 1997). α-Konotoksiini MII on laajalti hyödynnetty 
nisäkkäiden striatumin dopamiinihermosolujen toiminnan sekä näissä soluissa ilmenevien 
neuronaalisten nACh-reseptoreiden alayksikkökoostumusten tutkimisessa. [
125I]α-
CtxMII:n reseptorisitoutumistutkimuksista on saatu merkittävää lisätietoa etenkin α6-
alayksikköä sisältävien nikotiinireseptorien farmakologiasta sekä reseptorikombinaatioista 
(esim. Champtiaux ym. 2003; Salminen ym. 2005). Tutkimuksissa on havaittu α-CtxMII:n 
estävän nAChR-agonistilla aiheutettua [
3
H]dopamiinin vapautumista hiiren 
synaptosomeista (Kulak ym. 1997; Kaiser ym. 1998; Grady ym. 2002).  Jyrsijöiden 
striatumissa arviolta noin 30-40 %:a dopamiinin vapautumisesta on katsottu välittyvän α-
CtxMII-herkkien, todennäköisimmin presynaptisten α6β2* nAChR:ien kautta (Kulak ym. 
1997; Kaiser ym. 1998; Salminen ym. 2004). Sen sijaan α-CtxMII-resistenttien katsottiin 
vastaavan noin 60-70 %:a kokonaisvasteesta ja välittyvän mahdollisesti α4β2* nAChR:ien 
kautta (Quik ja McIntosh 2006). Tutkittaessa dopamiinin vapautumista apinoiden 
striatumissa, suurempi osuus kokonaisvasteesta katsottiin kuitenkin tapahtuvan α-CtxMII-
herkkien nAChR-alatyyppien (α6β2* tai α3β2*) kautta, α-CtxMII-resistenttien (α4β2*) 
vastaten vain noin kolmasosasta dopamiinin vapautumisesta (Kulak ym. 1997; McCallum 
ym 2005). 
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Striatumin dopamiinin vapautumiseen osallistuvien nikotiinireseptorien kombinaatioita on 
pyritty selvittämään pitkälti immunosaostusmenetelmillä (engl. immunoprecipitation 
experiments) sekä poistogeenisillä hiirikannoilla, jotka eivät ilmennä tiettyä nAChR-
alayksikköä koodaavaa geeniä (Zoli ym. 2002; Champtiaux ym. 2003; Salminen ym.2004). 
Näissä tutkimuksissa α-CtxMII:n avulla on saatu syvällistä tietoa dopamiinin 
vapautumiseen osallistuvista nikotiinireseptorialatyypeistä. Muun muassa [
125I]α-CtxMII:ta 
on käytetty apuna tunnistettaessa yleisesti nisäkkäillä esiintyvien striatumin 
dopamiinihermosolujen nACh-reseptoreita, joiden on katsottu muodostuvan pääosin 
α6α4β2β3, α6β2β3, α4β2 ja α7 alatyyppeistä (Kuva 13) sekä sellaisista, jotka ovat 
ominaisia vain tietyille lajeille (kuten α4α5β2 hiirillä ja α3β2* apinoilla) (Quik ja 
McIntosh 2006). Hiirillä [
125I]α-CtxMII:lle herkät reseptorialatyypit muodostuvat 
erityisesti α6α4β2β3-, α6β2β3- ja α6β2-alatyypeistä, toksiinille resistentit puolestaan α4β2- 
ja α4α5β2-alatyypeistä (Champtiaux ym. 2003; Salminen ym. 2004, 2007). Koska 
jyrsijöiden striatumin ei ole havaittu ilmentävän α3β2* sisältäviä alatyyppejä (Whiteaker 
ym. 2002; Zoli ym. 2002; Champtiaux ym 2003), [
125I]α-CtxMII on osoittautunut 
käteväksi leimaksi tutkimaan juuri α6β2* alatyyppejä (Bordia ym. 2007). 
 
 
Kuva 13. Ylhäältä päin esitetty kaavamainen kuva oletetuista neuronaalisista nAChR-
kombinaatioista, jotka ilmenevät yleisesti jyrsijöiden ja apinoiden striatumissa (mukaillen 
Quik ja McIntosh 2006). Mustat vinoruudut osoittavat sitoutumispaikkoja, jotka 
tunnistavat nikotiinin sekä α-CtxMII:n, ympyrät puolestaan paikkoja, joihin α-CtxMII ei 
sitoudu.  
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[
125I]α-konotoksiini MII:ta hyödyntäviä reseptorisitoutumiskokeita on käytetty myös 
tutkittaessa Parkinsonin tautiin liittyvien nigrostriataalisten dopamiinihermosolujen ja siten 
presynaptisten nACh-reseptorien tuhoutumista. Quik tutkimusryhmineen on osoittanut 
useissa kädellisten nisäkkäiden aivoleikkeillä tehdyissä kokeissaan tiettyjen nAChR-
populaatioiden vähenevän vaihtelevin määrin nigrostriataalisen hermosolutuhon jälkeen 
(Quik ym. 2001, 2005; Kulak ym. 2002; McCallum ym. 2005; Bordia ym. 2007). 
Tutkimuksissa, joissa käytettiin parkinsonismia läheisesti mallintavia MPTP-leesioituja 
apinoita, striatumin-alueen α-CtxMII:lle herkkien α6*/α3* nAChR-alatyyppien määrän 
havaittiin laskevan (Kulak ym. 2002; McCallum ym. 2005). Nikotiinilla aiheutettu 
[
3
H]dopamiinin vapautuminen pysyi kuitenkin kontrollitasolla viitaten 
dopamiinireseptorien kykyyn säilyttää toimintansa, vaikka vain osittaisella 
reseptorimiehityksellä (McCallum ym. 2005). Hermosolutuhon aiheuttamaa 
nikotiinireseptorien häviämistä on osoitettu [
125I]α-CtxMII:n avulla lisäksi Parkinsonin 
tautia sairastaneiden ihmisten striataalisilta aivoleikkeiltä (Quik ym. 2004; Bohr ym. 2005; 
Bordia ym. 2007). Myös näissä tapauksissa havaittiin dopamiinihermosolupäätteissä 
ilmenevien α-CtxMII:lle herkkien nAChR-alatyyppien olevan selektiivisesti alttiita 
nigrostriataaliselle hermosolutuholle (Bordia ym. 2007). 
 
7.2 Nikotiinireseptoreiden väheneminen kognitiivisissa sairauksissa 
 
Toksiineja hyödyntäviä autoradiografisia reseptorisitoutumistutkimuksia on käytetty 
Parkinsonin taudin lisäksi myös Alzheimerin tautiin (AD) ja Lewyn kappaleen 
aiheuttamaan dementiaan (LBD) liittyvien kolinergisten hermovälitysjärjestelmien 
tutkimisessa (Perry ym. 2000; Court ym. 2001; Ray ym. 2004; Bohr ym. 2005). Eri 
nikotiinireseptorien osallisuutta ja Alzheimerin taudin yhteydessä tapahtuvaa nACh-
reseptorien vähenemistä on havainnollistettu muun muassa [
125I]κ-bungarotoksiinin sekä 
[
125I]α-bungarotoksiinin avulla (Lange ja Henke 1983; Sugaya ym. 1990). [125I]α-Btx:lle 
herkät sitoutumisalueet eivät kuitenkaan vähene AD-potilailla. Sittemmin Perry 
tutkimusryhmineen (2000) on osoittanut nAChR-agonistien, [
3
H]nikotiinin ja 
[
3
H]epibatidiinin, sitoutumisen vähenevän selektiivisesti tietyillä alueilla AD-potilaiden 
aivokuorta. Lisäksi tutkimusryhmä havaitsi yhdensuuntaisen korrelaation β-
amyloidiplakkien ilmenemisen ja [
125I]α-bungarotoksiinin sitoutumisen välillä.  
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Autoradiografisilla kuvantamiskokeilla on saatu lisätietoa myös Lewyn kappale -
dementiaan liittyvistä nikotiinireseptorien muutoksista. LBD:ssä esiintyvät psykoottiset 
oireet kuten hallusinaatiot ja kuuloharhaisuudet linkittyvät nikotiinireseptorien 
vähenemiseen tietyillä aivonalueilla (Court ym. 2001). nACh-reseptorien määriä on 
paikannettu ihmisen temporaaliselta aivokuorelta (Brodmannin alueet, [BA] 20 ja 36) 
vertaamalla [
3
H]epibatidiinin ja [
125I]α-bungarotoksiinin reseptorisitoutumista. 
Tutkimustulosten perusteella erityisesti näköharhaisuuden ja harhaluuloisuuden katsottiin 
olevan kytköksissä alhaiseen [
125I]α-Btx:n sitoutumiseen 20 ja 36 aivonalueilla. Vastaavia 
muutoksia ei havaittu kuitenkaan [
3
H]epibatidiinin sitoutumisessa, viitaten näin 
mahdolliseen yhteyteen LBD-potilaiden α7 nAChR:en vähenemisen ja visuaalisten 
häiriöiden välillä. Myös [
125I]α-bungarotoksiinia hyödyntävissä kvantitatiivisemmissa 
reseptorisitoutumiskokeissa on havaittu α7 nACh-reseptorien vähenevän LBD-tapauksissa, 
mutta ei AD-tapauksissa (Reid ym. 2000). Nämä muutokset α7 reseptorimäärissä 
saattanevat olla yksi erottava tekijä AD:n ja LBD:n erilaisten kliinisten oireiden sekä 
patofysiologian taustalla.  
 
Nikotiinireseptorien määrää Lewyn kappale -tautia sairastaneiden potilaiden aivoleikkeistä 
on tutkittu myös [
125I]α-konotoksiini MII:lla (Bohr ym. 2005). Kuolemanjälkeisillä 
aivoleiketutkimuksilla havaittiin [
125I]α-CtxMII:n sitoutumisalueiden vähenevän caudaten 
ja putamen -aivoalueilla sekä PD- että LBD-potilailla. Vastaavaa [
125I]α-CtxMII:n 
sitoutumisalueiden vähenemistä todettiin LBD-potilailla myös talamuksenalueella. [
125I]α-
CtxMII:n spesifistä sitoutumista on hyödyntänyt myös Ray kumppaneineen (2004) 
tutkiessaan neuropatologisesti osoitettujen tiedostamattomuutta (impaired consciousness, 
IC) ja näköharhaisuutta (visual hallucinations, VH) sairastaneiden DLB-potilaiden 
aivoleikkeitä. [
125I]α-CtxMII:n sitovien nACh-reseptoreiden, mahdollisesti α6*/α3*, 
väheneminen caudaten ja putamen -aivoalueilla oli yhteneväinen dopamiinitransportteria 
(DAT) ilmentävän [
125
I]PE2I-leima-aineen sitoutumisen kanssa. Autoradiografisella 
[
125I]α-CtxMII-tutkimuksella pystyttiin vertaamaan LBD+IC/VH ja LBD-IC/VH välisiä 
ryhmiä ja menetelmän perusteella havaittiin [
125I]α-CtxMII:ta sitoutumisesta vastaavien 
nAChR:en katoamisen striatumin ja talamuksen alueella korreloivan IC-tapauksiin LBD-
potilailla. Tulokset viittaavat siihen, että α6*/α3* nACh-reseptorien häviäminen tietyillä 
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aivonalueilla liittyy dopaminergisten hermosolujen katoamiseen ja kytkeytyy 
neuropsykiatristen tiedostamattomuusoireiden kehittymiseen LBD-potilailla. 
 
7.3 Krooninen nikotiinialtistus ja reseptorimäärien kasvu 
 
Toistuvasti nikotiinille altistumisen on havaittu johtavan tiettyjen 
nikotiinireseptorialatyyppien lisääntymiseen (upregulaatio) keskushermostossa, mikä 
saattanee olla yksi taustatekijä nikotiiniriippuvuuden kehittymisessä (Barik ja Wonnacott 
2009). Upregulaation ilmentymistä on tutkittu autoradiografisilla tutkimuksilla, joissa on 
hyödynnetty muun muassa [
125I]α-bungarotoksiinia sekä [125I]α-konotoksiini MII:ta. 
[
125I]α-bungarotoksiinilla on osoitettu α7 nACh-reseptorien lisääntyvän toistuvan 
nikotiiniannostelun jälkeen (in vivo) rottien aivoleikkeillä sekä (in vitro) rotan alkion 
aivokuoren primaarisoluviljelmissä (Pauly ym. 1991; Kawai ja Berg 2001; Rasmussen ja 
Perry 2006). α7 nACh-reseptorien upregulaation on havaittu tapahtuvan kuitenkin 
merkittävästi suuremmilla nikotiinipitoisuuksilla kuin tupakoinnista aiheutuvilla määrillä 
(Pauly ym. 1991; Kawai ja Berg 2001), mikä epäselventää α7 nACh-reseptoreiden 
todellista merkitystä nikotiiniriippuvuuden syntymekanismissa (Barik ja Wonnacott 2009).  
 
Kvantitatiivisissa [
125I]α-konotoksiini MII:n kokeissa kroonisen nikotiiniannostelun 
jälkeen α6* nACh-reseptorien ei katsottu lisääntyvän, vaan sen sijaan laskevan (down-
regulaatio) jyrsijöiden striatumissa (Lai ym. 2005; Perry ym. 2007). Nikotiinikäsittely ei 
vaikuttanut kuitenkaan β3 sisältävien nACh-reseptorien määrään, viitaten siihen, etteivät 
[
125I]α-CtxMII:lla heterologisesti leimaantuvat α6β2β3* nACh-reseptorit vähene nikotiinin 
vaikutuksesta in vivo (Perry ym. 2007). Vastaavasti tutkittaessa pitkäaikaisen 
nikotiinialtistuksen vaikutuksia nAChR-alatyyppeihin apinoiden keskiaivoissa, [
125I]α-
CtxMII:n leimaamien α3/α6β2* sitoutumispaikkojen ei havaittu muuttuvan accumbens-
tumakkeessa, mutta niiden määrä väheni striatumissa (McCallum ym. 2006a, 2006b). Sen 
sijaan kokeissa, joissa hyödynnettiin tunnettujen reseptoriagonistien lisäksi leimaamatonta 
α-CtxMII:ta α4β2 nAChR:ien selektiiviseksi osoittamiseksi, havaittiin kroonisen 
nikotiinikäsittelyn lisäävän α4β2 nAChR:en määrää sekä näiden kautta tapahtuvaa 
dopamiinin vapautumista accumbens-tumakkeessa sekä striatumissa. Toksiineilla sekä 
muilla spesifisillä radioligandeilla on voitu osoittaa eri nAChR-alatyyppien ilmentymisen 
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sekä toiminnallisuuden vaihtelevan kroonisen nikotiinialtistuksen jälkeen. nACh-
reseptorimäärien muutosten merkitys nikotiiniriippuvuuden taustalla jää kuitenkin edelleen 
epäselväksi (Barik ja Wonnacott 2009). 
 
7.4 α-Konotoksiinit ja neuropaattinen kipu 
 
Vaikka lupaavia α-konotoksiineja on onnistuttu löytämään ja karakterisoimaan nopealla 
tahdilla, vain yksi on tähän mennessä edennyt kliinisiin kokeisiin saakka. Tämä Conus 
victoriae -merietanasta eristetty toksiini toimii selektiivisenä neuronaalisten nAChR:ien 
antagonistina ja siitä käytetään nimitystä α-konotoksiini Vc1.1 (tutkimusnimellä ACV-1, 
Metabolic Pharmaceuticals, Kuva 14) (Clark ym. 2006; Ellison ym. 2006).  α-Konotoksiini 
Vc1.1:n (α-CtxVc1.1) kipua lievittävää vaikutusta on tutkittu faasi II:n kokeissa 
neuropaattisen kivun hoidossa (Han ym. 2008).  
 
 
Kuva 14. Rakennekaava analgeettisestä α-konotoksiiniVc1.1:stä (ACV-1, Metabolic 
Pharmaceuticals), joka on edennyt faasi II:n kliinisiin tutkimuksiin (Han ym. 2008). 
 
Ensimmäiset havainnot α-konotoksiini Vc1.1:n antagonistisista vaikutuksista sekä 
analgeettisista ominaisuuksista saatiin kun Livett tutkimusryhmineen osoitti toksiinin 
sitoutuvan neuronaalisiin nACh-reseptoreihin naudan kromaffiinisoluilla sekä vaimentavan 
in vivo verisuonivasteita selektiivisen liikehermoärsykkeen (C-säikeen aktivaation) jälkeen 
(Sandall ym. 2003, Livett ym. 2006). Toksiinin osoitettiin lisäksi vähentävän mekaanisesti 
aiheutettua herkistymistä neuropaattista kipua mallintavilla rotilla (Satkunanathan ym. 
2005). Tutkimuksissa α-konotoksiini Vc1.1:n havaittiin merkittävästi vähentävän rottien 
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kipukäyttäytymistä lonkkahermon perifeeristä neuropatiaa mallintavissa CCI- (engl. 
chronic constriction injury) ja PNL- (engl. partial nerve ligaton) kokeissa sekä nopeuttavan 
vahingoitettujen hermosolujen toiminnallista palautumista CCI-rotilla (Satkunanathan ym. 
2005). α-Konotoksiini Vc1.1:n antagonistisia ominaisuuksia nACh-reseptoreihin on 
tutkittu myös ihmisen myeliinitupettomilla perifeerisillä hermosolusäikeillä, jotka ovat osa 
kivunaistimusjärjestelmää ja joiden tiedetään myös ilmentävän nAChR:ta (Lang ym. 
2005). Toksiinin havaittiin estävän alle mikromolaarisilla pitoisuuksilla nikotiinilla 
aiheutettua C-säikeen aktivoitumisen lisääntymistä. 
 
α-Konotoksiini Vc1.1:n toimiessa voimakkaana antagonistina erityisesti α3* sisältäviin 
nAChR-alatyyppeihin, sen kipua lieventävän vaikutuksen on ehdotettu liittyvän 
nAChR:ien toiminnan estoon perifeerisissä hermosäikeissä α3-, α5- ja β4-
reseptorialayksikköjen, mahdollisesti α3β4* ja α3(α5)β4 alatyyppien kautta (Lang ym. 
2003; 2005; Satkunanathan ym. 2005; Clark ym. 2006). α-Konotoksiini Vc1.1:lla on 
kuitenkin havaittu sitoutumista myös α9α10 sisältäviin nAChR-alatyyppeihin, joiden on 
sittemmin katsottu osallistuvan kivun välitykseen eläinten hermovauriomallissa ja siten 
mahdollisesti vastaavan toksiinin kivunlievitysmekanismista (Vincler ym. 2006; Nevin ym. 
2007). Lisäksi millään muulla spesifisti α3* nAChR-alatyyppejä estävällä ligandilla ei ole 
todettu vastaavanlaisia analgeettisia vaikutuksia (Vincler ym. 2006). Myös uudella 
voimakkaalla ja selektiivisellä α9α10 nACh-reseptorien antagonistilla, α-konotoksiini 
RgIA:lla (α-CtxRgIA) on osoitettu kipua kievittävää vaikutusta mekaanisessa kipumallissa 
(Ellison ym. 2006, 2008; Vincler ym. 2006). α-CtxRgIA:n annon jälkeen CCI-rottien 
mekaaniseen ärsykkeeseen reagoiman vasteen havaittiin nousevan annosriippuvaisesti. 
Lisäksi toksiinin havaittiin ylläpitävän kipua lievittävää vaikutusta vähentämällä 
merkittävästi CCI-rotilla aiheutettua herkistynyttä kivuntuntoa toistuvien annosten jälkeen.  
 
α-Konotoksiini Vc1.1:n ja RgIA:n kivunlievitysmekanismia ei kuitenkaan tiedetä 
yksiselitteisesti.  Esimerkiksi molempien toksiinien katsottiin oleellisesti vähentävän myös 
tulehdussolujen (T-lymfosyyttien ja makrofagien) kerääntymistä hermovaurioalueelle, 
mikä saattanee osaltaan selittää analgeettisen vaikutuksen (Vincler ym. 2006). Post-
translaatiomuokattu luonnollinen peptidi (vc1a) sekä välimuotoanalogit ([P6O]Vc1.1 ja 
[E14γ]Vc1.1) sitoutuvat nanomolaarisilla pitoisuuksilla myös α9α10 nAChR-alatyyppeihin 
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(Nevin ym. 2007). Toisin kuin α-CtxVc1.1:llä, näillä toksiineilla ei havaittu kipua 
lievittävää vaikutusta allodynisessa in vivo PNL-rotta mallissa. Callaghan kumppaneineen 
(2008) on puolestaan raportoinut sekä α-CtxVc1.1:n että α-CtxRgIA:n analgeettisen 
vaikutuksen liittyvän mahdollisesti täysin eri mekanismiin kuin nAChR-inhibitioon. 
Molempien toksiinien havaittiin estävän selektiivisesti korkeajänniteaktivoituja (high-
voltage-activated, HVA) kalsiumkanavavirtauksia rotan takajuuren hermosolugangliossa 
(DRG). Toksiinit inhiboivat N-tyyppisten kalsiumkanavien (Cav2.2) toimintaa jännitteestä 
riippumattomalla tavalla, erityisesti GABAB-reseptoreita aktivoimalla. Sen sijaan post-
translaatiomuokatulla vc1a:lla tai [P6O]Vc1.1:lla sekä muilla α-konotoksiineilla (4/7 
rakenteisilla α-CtxMII:lla ja [A10L]PnIa:lla, 4/3 rakenteisella α-CtxImI:lla sekä 4/4 
rakenteisella α-CtxBuIA:lla) ei havaittu vastaavanlaisia vaikutuksia kalsiumkanavien 
toimintaan, viitaten näin spesifisen kipua lievittävän vaikutusmekanismin olleen ominaista 
vain α-CtxVc1.1:lle ja α-CtxRgIA:lle. Toistaiseksi samansuuntaisia tuloksia ei ole 
raportoitu kuitenkaan muissa tutkimuksissa, joten α-konotoksiini Vc1.1:n ja RgIA:n 
analgeettisen vaikutuksen selvittäminen vaatinee vielä tarkempia lisätutkimuksia. 
 
7.5 Analogien kehittäminen 
 
α-Neurotoksiineista ja α-konotoksiineista muokattujen toksiinianalogien avulla on pystytty 
selvittämään laaja-alaisesti eri toksiinien selektiivisyys- ja sitoutumisominaisuuksia 
tiettyihin nikotiinireseptorialatyyppeihin. Esimerkiksi NMR-tutkimuksilla on voitu 
havainnollistaa luonnollisten toksiinien sekä mutatoitujen analogien asentoa ligandia 
sitovassa taskussa ja siten tunnistaa sitomisesta vastaavia tärkeitä aminohappotähteitä itse 
molekyylissä kuin myös nACh-reseptorissa. Näitä toksiinien rakenneaktiivisuussuhteita on 
käsitelty tarkemmin kappaleissa 4.2.3 ja 5.2.3. Koska toksiinit toimivat tärkeinä työkaluina 
nikotiinireseptorien farmakologisten ominaisuuksien tutkimisessa, uusia vielä 
selektiivisempiä reseptorimerkki-aineita pyritään löytämään kasvavalla vauhdilla. 
Viimeaikaiset tutkimukset ovat keskittyneet erityisesti Conus-lajeista eristettyihin α-
konotoksiineihin ja niistä kehitettyihin synteettisiin toksiinianalogeihin niiden pienen 
rakenteen ja perinteisten peptidisynteesimenetelmien käytön vuoksi (Whiteaker ym. 2007). 
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McIntosh tutkimusryhmineen (2004) on hyödyntänyt laajalti α-konotoksiini MII:sta 
muokattuja toksiinianalogeja, tarkoituksenaan erottaa rakenteeltaan läheisesti 
samankaltaisia α3* ja α6* nAChR-alatyyppejä. Tutkimuksissa tiettyjen aminohappojen 
korvaaminen alaniinilla johti yhdisteisiin, joilla havaittiin vähentynyttä 
sitoutumisaktiivisuutta α3* verrattuna α6* nACh-reseptoreihin. Erityisesti 
toksiinianalogien MII[E11A]:n ja MII[H9A;L15A]:n osoitettiin sitoutuvan selkeästi 
voimakkaammin Xenopus-munasoluilla ilmennettyihin kimeerisiin α6/α3β2β3 kuin α3β2 
alatyyppeihin. Analogien reseptoriprofiilia vahvisti myös [
125I]α-CtxMII:lla tehdyt 
syrjäytymiskokeet luonnollisiin nACh-reseptoreihin hiiren aivojen 
solukalvohomogenaateilla, joiden tiedetään ilmentävän erityisesti α6* nACh-reseptoreita. 
Myös jo aikaisemmin karakterisoidulla luonnollisella α-konotoksiiniPIA:lla on havaittu 
selektiivisyyttä enemmän α6* nACh-reseptoreihin ja on siten tarjonnut vaihtoehtoisen 
menetelmän erottamaan α3* ja α6* nACh-reseptoreita toisistaan (Dowell ym. 2003). 
 
Bordia kumppaneineen (2007) on hyödyntänyt myös MII[E11A]:n spesifistä 
sitoutumisprofiilia tutkiessaan syvällisemmin α6β2* nAChR-alatyyppejä hiiren, apinan ja 
ihmisen striatumissa. Toisin kuin luonnollisen α-CtxMII:n, α-konotoksiinianalogin 
havaittiin tehokkaasti erottavan kaksi eri α6β2* nAChR-populaatiota kaikissa tutkituissa 
striatum-leikkeissä, mahdollisesti α6α4β2β3-alatyyppien vastaten erittäin korkean 
affiniteetin paikasta (femtomolaariset pitoisuudet) ja α6β2β3-alatyyppien korkean 
affiniteetin paikasta (pikomolaariset pitoisuudet). MII[E11A]:n erittäin korkean affiniteetin 
havaittiin kuitenkin häviävän α4-poistogeenisillä hiirillä sekä nigrostriataalisen 
hermosoluvaurion jälkeen MPTP-hiirten ja -apinoiden sekä Parkinsonin tautia 
sairastaneiden potilaiden aivoleikkeillä. Tulosten perusteella toksiinianalogia sitovien 
α6α4β2β3-alatyyppien katsottiin todennäköisesti toimivan merkittävässä osassa 
nigrostriataalisia hermoratoja ja siten sopivan mahdollisesti molekulaariseksi merkiksi 
havaitsemaan Parkinsonin taudin varhaisia patofysiologisia muutoksia. Koska Parkinsonin 
tautiin ei ole olemassa diagnostisia laboratoriokokeita, MII[E11A] tai muut selektiiviset 
johdokset voivat myös mahdollisesti toimia perustana uusien tautia kuvantavien aineiden 
kehittämisessä (Olivera ym. 2008). 
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α-Konotoksiinianalogeista on pyritty löytämään selektiivisempiä nAChR-merkkiaineita 
myös α7 nikotiinireseptorialatyyppien paikantamisessa. Tähän mennessä tunnetut α7 
nAChR-antagonistit kuten α-bungarotoksiini tai norditerpenoidialkaloidi 
metyylilykakonitiini (MLA) eivät ole osoittautuneet riittävän selektiivisiksi α7 nAChR-
alatyyppeihin (Whiteaker ym. 2007; Innocent ym. 2008).  Tutkittaessa eri α-konotoksiinien 
rakenneaktiivisuussuhteita ja nAChR spesifisyyttä on onnistuttu muokkaamaan Conus 
arenatus -merietanan α-konotoksiini ArIB:sta synteettinen toksiinianalogi, α-
CtxArIB[V11L,V16D], jonka on katsottu toimivan 800-1000 kertaa voimakkaampana 
antagonistina rotan homomeerisiin α7 nACh-reseptoreihin kuin muihin nAChR-
alatyppeihin Xenopus-munasoluilla (Whiteaker ym. 2007). Toksiinin havaittiin kilpailevan 
myös nanomolaarisilla pitoisuuksilla [
125I]α-Btx:n, mutta ei [125I]α-CtxMII:n, [3H]sytisiinin 
tai [
125
I]epibatidiinin, sitoutumispaikoista hiiren hippokampuksen solukalvopreparaateilla, 
viitaten näin selektiiviseen α7 nAChR-estoon. Toksiinianalogia karakterisoivissa 
jatkotutkimuksissa α-CtxArIB[V11L,V16D]:n selektiivisiä sitoutumisominaisuuksia on 
tutkittu myös rotan ja ihmisen luonnollisiin nACh-reseptoreihin (Innocent ym. 2008). α-
CtxArIB[V11L,V16D]:n spesifisyyttä α7 nACh-reseptoreihin kuvattiin kokeilla, joissa 
toksiinin ei havaittu estävän esimerkiksi nikotiinilla tai KCl:lla aiheutettuja Ca
2+
-virtauksia 
solunsisään rotan PC12 soluilla. Sen sijaan toksiinin osoitettiin estävän Ca
2+
-virtauksia 
rotan PC12- ja ihmisen SH-SY5Y-solulinjoilla käyttämällä tunnettua α7 nAChR-agonistia, 
koliinia ja allosteerista säätelijä reseptorivasteen aikaansaamiseksi. Vastaavanlaisesti α-
CtxArIB[V11L,V16D]:n vaikutukset [
3
H]dopamiinin vapautumisen estoon rotan 
striataalisilla aivoleikkeillä katsottiin tapahtuvan ennemmin koliinivälitteisesti kuin 
nikotiinin kautta. Koska α7 nACh-reseptorien merkitystä Alzheimerin taudin 
kehittymisessä ei vielä täysin tunneta, α7 toksiiniantagonistit voivat tarjota tärkeän 
tutkimusvälineen sairauden patofysiologian selvittämisessä ja uusien terapiakohteiden 
löytämisessä.  
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8 YHTEENVETO 
 
Neuronaaliset asetyylikoliinin nikotiinireseptorit muodostavat heterogeenisen 
inonikanavareseptoriryhmän, joka osallistuu muun muassa tarkkaavaisuuden, 
kognitiivisten toimintojen, tunnon, palkitsemisjärjestelmän ja liikkeiden säätelyyn. Aivot 
ilmentävät monia nikotiinireseptorialatyyppejä, joilla jokaisella on erilaiset farmakologiset 
ominaisuudet ja jotka osallistuvat vaihtelevissa määrin myös erilaisten neuropatologisten 
tilojen kehittymiseen. Käärmeiden myrkystä eristetyt α- ja κ- neurotoksiinit ovat 
mahdollistaneet neuronaalisten nikotiinireseptorialayksikköjen karakterisoinnin ja 
paikantamisen nisäkkäiden keskushermostossa. Erityisesti radioaktiivisella [
125I]α-
bungarotoksiinilla on onnistuttu osoittamaan spesifisti α7 nACh-reseptorien olemassaoloa 
useissa eri tutkimusnäytteissä kuten nisäkkkäiden aivosoluleikkeissä, 
kudoshomogenaateissa ja solulinjoissa kuten myös keskushermoston ja periferian 
ulkopuolisissa tutkimusnäytteissä. Toksiinin avulla on myös tunnistettu uusia selektiivisiä 
α7 nACh-reseptoriagonisteja tai -antagonisteja. [125I]α-bungarotoksiinia hyödyntävillä 
reseptorisitoutumiskokeilla on lisäksi osoitettu nikotiinireseptorien vähenevän Alzheimerin 
tautia ja Lewyn kappale -dementiaa sairastavien potilaiden aivoissa. 
 
Neuronaalisten nikotiinireseptorien merkkiaineita on pyritty systemaattisesti löytämään 
myös Conus-merietanoiden erittämistä α-konotoksiineista. Muun muassa α-konotoksiini 
MII:a on hyödynnetty laajalti erinäisissä autoradiografisissa nAChR-tutkimuksissa 
tarkentamaan etenkin α3* ja α6* sisältävien nikotiinireseptorien esiintymistä nisäkkäiden 
keskushermostossa. α-Konotoksiini MII:n avulla on voitu osoittaa nisäkkäiden dopamiinin 
vapautumiseen osallistuvien nikotiinireseptorialatyyppien muodostuvan pääosin α6β2* 
ja/tai α3β2* alatyypeistä. [125I]α-konotoksiini MII:a hyödyntävillä 
reseptorisitoutumiskokeilla on osoitettu myös α-CtxMII:lle herkkien nAChR-
populaatioiden vähenevän nigrostriataalisen hermosolutuhon jälkeen Parkinsonin tautia 
sairastavilla potilailla.  
 
Conus victoriae -merietanasta eristetty α-konotoksiini Vc1.1 on edennyt faasi II:n kliinisiin 
kokeisiin saakka neuropaattisen kivun hoidossa. Sen on osoitettu lievittävän tehokkaasti 
kipua mekaanisissa kipumalleissa rotilla sekä estävän nikotiinilla aiheutettua C-säikeen 
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aktivoitumista ihmisen perifeerisillä hermosolusäikeillä. Kivunlievitysmekanismia ei 
kuitenkaan tiedetä vielä tarkasti, mutta sen katsotaan liittyvän mahdollisesti toksiinin 
selektiiviseen α9α10 nAChR-alatyyppien estoon. 
 
α-Neurotoksiineista ja α-konotoksiineista muokattujen mutaatioanalogien avulla on voitu 
selvittää niin toksiiniegn rakennetta kuin eri nACh-reseptorien ominaisuuksia. 
Rakenneaktiivisuustutkimusten peruteella etenkin α-konotoksiinianalogeista on pyritty 
kehittämään vielä selektiivisempiä nikotiinireseptoreihin sitoutuvia merkkiaineita. 
Esimerkiksi α-CtxMII:sta johdetun α-CtxMII[E11A]:n on havaittu tehokkaasti erottavan 
kaksi eri α6β2* nAChR-populaatiota nisäkkäiden striatumissa. α-Konotoksiini ArIB:sta 
muokatun toksiininanalogin α-CtxArIB[V11L,V16D]:n on puolestaan osoitettu leimaavan 
800-1000 kertaa voimakkaammin homomeerisia α7 nACh-reseptoreita kuin muita nAChR-
alatyppejä. Koska nikotiinireseptorit on yhdistetty erilaisiin keskushermostosairauksiin, 
alatyyppiselektiivisillä nAChR-kohdennetuilla α-neurotoksiineilla sekä α-konotoksiineilla 
voi olla monia tauteja kuvantavia tai terapeuttisia sovellusmahdollisuuksia, jotka 
vaatinevat kuitenkin vielä lisäselvityksiä.  
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KOKEELLINEN OSA: Eri toksiinien sitoutumisomaisuuksien karakterisointia SH-
SY5Y- ja SH-EP1-hα7-solulinjoissa ilmeneviin neuronaalisiin nikotiinireseptoreihin 
 
 
1 JOHDANTO 
  
Asetyylikoliinin nikotiinireseptorien (nAChR) sekä niiden alayksikköjen löytäminen ja 
tunnistaminen ovat saaneet alkunsa luonnosta eristetyistä myrkyistä (Collins ym. 2009). 
Kenties merkittävin edistysaskel nAChR alatyyppien karakterisoinnissa, kloonaamisessa ja 
rakenteen määrittelyssä tapahtui, kun α-bungarotoksiinia onnistuttiin eristämään Bungarus 
multicinctus -käärmeestä ja tunnistamaan sille spesifinen taipumus sitoutua 
nikotiinireseptoreihin (Nirthanan ja Gwee 2004). Nikotiinin ja α-bungarotoksiinin ohella 
nikotiinireseptoreihin sitoutuvia monia elimistölle haitallisia toksiineja on löydetty myös 
Conus-suvun merietanoista (Tsetlin ja Hucho 2004; Norton ja Olivera 2006). Eri 
käärmelajeista peräisin olevat toksiinit luokitellaan lyhyt- sekä pitkäketjuisiin α-
neurotoksiineihin ja heikosti nACh-reseptoreihin sitoutuviin ”weak”-toksiineihin, joiden 
rakenne muodostuu kolmesta aminohappolaskoksesta (Tsetlin ja Hucho 2004). Tämän 
rakenteen on havaittu mahdollistavan toksiinien selektiivisen sitoutumisen tiettyihin 
nikotiinireseptorialatyyppeihin. Merietanoista eristetyt toksiinit ovat puolestaan 
peptidirakenteeltaan yksinkertaisempia, minkä vuoksi niitä on pystytty kemiallisesti 
syntetisoimaan ja muokkaamaan selektiivisemmiksi kohdereseptoriensa mukaan 
(Whiteaker ym. 2007).  
 
Tässä erikoistyössä tarkoituksena oli karakterisoida Moskovassa syntetisoitujen eri 
toksiinien sitoutumistaipumuksia neuronaalisiin nikotiinireseptoreihin. Neuronaaliset 
nAChR:t muodostavat heterogeenisen ionikanavareseptoriryhmän, jonka lukuisat eri 
reseptorialatyypit koostuvat pääsääntöisesti lähes yksinomaan α ja β alayksiköistä, 
erityisesti α2-α7, α9, α10 ja β2-β4 alayksiköistä (Collins ym. 2009). Työssä käytetyt 
tutkittavat toksiinit olivat α-konotoksiini MII (α-CtxMII) ja α-konotoksiini Vc1.1 (α-
CtxVc1.1), lyhytketjuinen neurotoksiini II (NTII), pitkäketjuinen α-kobratoksiini (α-CTX) 
sekä weak-toksiini (WTX). α-CtxMII on peräisin Conus magus -merietanasta ja se toimii 
neuronaalisten nACh-reseptorien α3β2- ja α6-alatyyppien antagonistina (Cartier ym. 1996; 
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McIntosh ym. 2004). α-CtxVc1.1 on puolestaan eristetty Conus victoriae -merietanasta ja 
sen on havaittu estävän myös selektiivisesti α3-alayksikön sisältäviä kuten α3β2- ja α3β4-
alatyyppejä (Clark ym. 2006). NTII (Naja oxiana) ja α-CTX (Naja kaouthia) salpaavat 
molemmat lihastyypin nACh-reseptoreita (Antil-Delbeke ym. 2000; Servent ym. 2000; 
Tsetlin ja Hucho 2004). Tämän lisäksi α-CTX toimii myös neuronaalisten α7 nACh-
reseptoreiden antagonistina. Naja kaouthia -käärmeen myrkystä eristetty WTX sitoutuu 
nimensä mukaisesti suhteellisen heikosti lihastyypin ja α7 nACh-reseptoreihin (Utkin ym. 
2001). 
 
Tutkimuksen tavoitteena oli selvittää, millä affiniteetilla kyseiset toksiinit sitoutuvat in 
vitro SH-SY5Y- sekä SH-EP1-hα7-solukalvopreparaattien nikotiinireseptoreihin. SH-
SY5Y-solujen tiedetään ilmentävän useita eri neuronaalisia nAChR-alatyyppejä (Lukas 
ym. 1993), sen sijaan SH-EP1-hα7-soluihin on transfektoitu α7 nAChR-geeni ja ne 
ilmentävät vain α7 nAChR-alatyyppejä (Peng ym. 1999). Tutkimus suoritettiin 
reseptorisitoutumismenetelmällä, jossa radioaktiivisina leima-aineina käytettiin [
3
H]-
metyylilykakonitiinia ja [
3
H]-epibatidiinia. Menetelmän toimivuuden osoittamiseksi 
tutkimuksessa käytettiin myös tunnettuja nAChR-ligandeja sytisiinia ja 
metyylilykakonitiinia. Tulosten perusteella oli mahdollista verrata toksiinien 
selektiivisyysominaisuuksia eri nAChR-alatyyppeihin ja yleisesti muualla saatuihin 
tuloksiin. Tämän lisäksi tuloksista oli mahdollista saada tietoa toksiinien farmakologisesta 
hyväksikäytettävyydestä erityisesti SH-SY5Y- sekä SH-EP1-hα7-solulinjojen ilmentävien 
neuronaalisten nAChR-alatyyppien tutkimisessa. 
 
 
2 MATERIAALIT 
 
2.1 Solulinjat 
 
2.1.1 SH-SY5Y-solut 
 
SH-SY5Y-solulinja on lähtöisin 1970-luvulla neljävuotiaan tytön luuydinnäytteestä 
löytyneestä hermokudoskasvaimen (neuroblastooma) etäpesäkkeestä eristetystä SK-N-SH 
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primaarisolulinjasta (Biedler ym. 1973; Lukas ym. 1993). SH-SY5Y-solut ovat SK-N-SH-
neuroblastoomasolulinjan alalinja, joiden rakenne ja ominaisuudet muistuttavat yleisesti 
hermosolua (Kuva 1). SH-SY5Y-solulinjassa esiintyy yleisesti α-bungarotoksiinia sitovia 
neuronaalisia nikotiinireseptorigeenejä (nBgtS) sekä ganglia-tyyppisiä nAChR-geenejä 
(Lukas ym. 1993). Näiden solujen on todettu ilmentävän erityisesti nikotiinireseptorin α3-, 
α5-, α7-, β2- ja β4-alayksikköjä, tarkemmin homomeerisia α7- sekä heterogeenisiä α3β2-, 
α3α5β2-, α3β4-, α3α5β4-, α3β2β4- ja α3α5β2β4-alatyyppejä (Peng ym. 1994b; Wang ym. 
1996; Peng ym. 1997).  
 
 
Kuva 1. SH-SY5Y-soluja kasvatusalustalla. Kuvat on otettu 10- ja 40-kertaisina 
suurennoksina CoolSnap-Pro -kameralla ja Image-Pro Plus 4.0 -kuva-analyysiohjelmalla. 
 
2.1.2 SH-EP1-hα7-solut 
 
SH-EP1-solut ovat alun perin ihmisen neuroblastooman etäpesäkkeestä eristetyn SK-N-
SH-solulinjan epiteelijohdannaisia, joiden ei ole osoitettu ilmentävän luonnostaan 
asetyylikoliinin nikotiinireseptoreita (Kuva 2) (Peng ym. 1999). Rekombinoimalla SH-
EP1-soluihin ihmisen nAChR:n α7-alayksikköä koodaavia geenejä on kehitetty SH-EP1-
hα7-solulinja, joka ilmentää toiminnallisia α7 nAChR-alatyyppejä (Lukas ym. 1993; Peng 
ym. 1999). 
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Kuva 2. SH-EP1-hα7-soluja kasvatusalustalla. Kuvat on otettu 10- ja 40-kertaisina 
suurennoksina CoolSnap-Pro -kameralla ja Image-Pro Plus 4.0 -kuva-analyysiohjelmalla. 
 
2.2 Radioligandit 
 
2.2.1 [3H]-metyylilykakonitiini 
 
Reseptorisitoutumiskokeissa käytettiin radioaktiivisena leima-aineena tritioitua [
3
H]-
metyylilykakonitiinia ([
3
H]-MLA) (Kuva 3). Metyylilykakonitiini on ritarinkannuksen 
(Delphinium) siemenestä eristetty alkaloidi, jonka on havaittu sitoutuvan korkealla 
affiniteetilla α-bungarotoksiinille herkkiin asetyylikoliinin nikotiinireseptoreihin (Macallan 
ym. 1988; Ward ym. 1990). MLA:n on todettu sitoutuvan suhteellisen selektiivisesti α7 
nikotiinireseptorien alayksiköihin (Davies ym. 1999), joten se soveltuu hyvin 
radioleimaksi tutkittaessa eri toksiinien vaikutuksia SH-EP1-hα7-soluilla. 
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Kuva 3. Metyylilykakonitiinin molekyylirakenne ja paikat, joihin tritium-leima voi 
sitoutua (Davies ym. 1999). 
 
2.2.2 [3H]-epibatidiini 
 
Reseptorisitoutumiskokeissa toisena radioligandina käytettiin 
3
H-leimattua epibatidiinia 
([
3
H]-EPI). Epibatidiini on solukalvon läpäisevä asabisykloheptaani alkaloidi, joka on 
eristetty myrkyllisen Ecuadorilaisen sammakkolajin (Epipedobates tricolor) ihosta (Kuva 
4) (esim. Daly ym. 1980). Epibatidiinin on havaittu lievittävän kipua hiirillä ja tämän 
vaikutuksen on katsottu välittyvän asetyylikoliinin nikotiinireseptorien kautta (Spande ym. 
1992; Badio ja Daly 1994). Epibatidiinin käyttöä terapeuttisiin tarkoituksiin rajoittaa 
kuitenkin sen suuri toksisuus (Sullivan ym. 1994).  
 
 
Kuva 4. Epibatidiinin molekyylirakenne (Gerzanich ym. 1995). 
 
[
3
H]-epibatidiini toimii voimakkaana nACh-reseptoreiden agonistina aktivoimalla 
Xenopus-munasoluissa ekspressoituja kanan α3β2, α3β4, α4β2, α7 ja α8 sekä ihmisen 
α3β2, α3β4 ja α7 nAChR-alatyyppejä (Alkondon ja Albuquerque 1995; Gerzanich ym. 
1995). [
3
H]-epibatidiinin on osoitettu sitoutuvan jo pikomolaarisilla pitoisuuksilla spesifisti 
ainakin α4β2-alatyyppeihin (Houghtling ym. 1995) sekä suurella affiniteetilla myös 
gangliotyyppisiin α3* nACh-reseptoreihin (Sullivan ym. 1994; Wang ym. 1996). Toksiinin 
sitoutuminen α7-alatyyppeihin on puolestaan katsottu tapahtuvan vasta suuremmilla 
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nanomolaarisilla ligandipitoisuuksilla (Gerzanich ym. 1995). Nykytietämyksen mukaan 
epibatidiinin korkean ja matalan affiniteetin sitoutumispaikoista 70 %:a muodostuu α4β2* 
alatyypeistä, sen sijaan matalan affiniteetin paikoista 16 %:a yksinomaan α7-alatyypeistä 
(Marks ym. 2010). Kuvassa 5 on esitetty epibatidiinin monimuotoista 
sitoutumistaipumusta eri nAChR-alatyyppeihin. 
 
 
Kuva 5. Epibatidiinin sitoutuminen eri nAChR-alatyyppeihin (mukaillen Marks ym. 2010). 
Tietoa toksiinilla leimaantuvista nAChR alayksikkökoostumuksista on kerätty useista 
farmakologisista, geneettisistä ja immunokemiallisista kokeista. 
 
2.3 Käytetyt kemikaalit ja liuokset 
 
α-Kobratoksiini (α-CTX) Russian Academy of Sciences, Moskova, Venäjä 
 
α-Konotoksiini MII  Russian Academy of Sciences, Moskova, Venäjä 
 
α-Konotoksiini Vc1.1  Russian Academy of Sciences, Moskova, Venäjä 
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Albumiini (naudan seerumi) Sigma-Aldrich, Steinheim, Saksa 
fraktio V (BSA) 
 
Albumiinistandardi (2 mg/ml) Thermo Scientific, Rockford, Yhdysvallat 
(naudan seerumi)  
prot. määritystä varten 
 
Amfoterisiini B (250 µg/ml) Invitrogen, Carlsbad, CA, Yhdysvallat 
 
Aminohapot, ei-välttämättömät Gipco-Invitrogen, Paisley, Iso-Britannia 
 
Aprotiini   Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, Yhdysvallat 
 
Bradford-värireagenssi  Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, Yhdysvallat 
 
Dulbecco’s modified Eagle’s  Biotekniikan instituutti: 
medium (DMEM)-elatusliuos elatuslaboratorio, Helsinki, Suomi 
 
 
Dulbecco’s modified Eagle’s  Gipco-Invitrogen, Paisley, Iso-Britannia 
medium (DMEM): Ham’s F12 (1:1)  
 
Etyleenidiamiini-   Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, Yhdysvallat 
tetraetikkahappo (EDTA) 
 
Etyleeniglykoli-   Sigma-Aldrich, Steinheim, Saksa 
tetraetikkahappo (EGTA)   
 
Fosfaattipuskuroitu  Biotekniikan instituutti: 
suolaliuos (PBS)  elatuslaboratorio, Helsinki, Suomi 
 
HEPES heminatriumsuola  GenScript, Piscataway, NJ, Yhdysvallat 
(C16H35N4O8S2Na) 
 
Hevosen seerumi,   Gipco-Invitrogen, Paisley, Iso-Britannia 
 ei-lämpöinaktivoitu 
 
Hygromysiini B (50 mg/ml) Invitrogen, Carlsbad, CA, Yhdysvallat 
 
[
3
H]-epibatidiini   Perkin Elmer, Boston, MA, Yhdysvallat 
 (45,1 Ci/mmol; 47,3 Ci/mmol)  
 
[
3
H]-metyylilykakonitiini   Tocris Cookson Ltd, Bristol, Iso-Britannia 
(47,72 Ci/mmol; 100 Ci/mmol) American Radiolabeled Chemicals Inc., St.Louis, 
MO,Yhdysvallat 
 
Leupeptiinihemisulfaatti,  Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, Yhdysvallat 
vähintään  90%HPLC  
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Naudan seerumi (FBS),   Gipco-Invitrogen, Paisley, Iso-Britannia 
lämpöinaktivoitu (HI) ja  
lämpöinaktivoimaton 
 
Neurotoksiini II (NTII)  Russian Academy of Sciences, Moskova, Venäjä 
 
Metyylilykakonitiinisitraatti Tocris, Bristol, Iso-Britannia 
 
(-)-Nikotiinivetytartraatti  Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, Yhdysvallat 
 
OptiPhase HiSafe3-tuikeneste Wallac oy, Milton Keynes, Iso-Britannia 
 
Penisilliini-streptomysiiniliuos Gipco-Invitrogen, Paisley, Iso-Britannia 
10000 U/ml, 10000 µg/ml 
 
Pepstatiini A, eristetty mikrobeista Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, Yhdysvallat 
 
Polyetyleeni-imiini (PEI)  Sigma-Aldrich, Steinheim, Saksa 
50 % (w/V) 
 
Sytisiini   Sigma-Aldrich, St.Louis, MO,Yhdysvallat
  
Trypsiini-EDTA Biotekniikan instituutti:elatuslaboratorio, 
Helsinki, Suomi 
 
Weak-toksiini (WTX) Russian Academy of Sciences, Moskova, Venäjä 
 
 
Työssä käytettiin 50 mM kaliumfosfaattipuskuria, joka valmistettiin sekoittamalla 50 mM 
K2HPO4+ 1 mM EDTA- sekä 50 mM KH2PO4+ 1 mM EDTA- liuoksia niin, että saatiin 
puskuri, jonka pH oli 7,4. Valmista liuosta säilytettiin jääkaapissa +2-+8 ºC:ssa 
korkeintaan kuukauden ajan. 
 
Peptidirakenteisten toksiinien hajoamisen estämiseksi syrjäytymiskokeissa käytettiin 
proteaasi-inhibiittoripuskuria, joka sisälsi suolaliuoksen (2,8 M NaCl, 30 mM KCl, 20 mM 
MgSO4, 40 mM CaCl2) sekä 0,5 M HEPES-liuoksen lisäksi 5 mM EDTA:ta, 5 mM 
EGTA:ta, 0,1 % (w/v) BSA:ta, 10 µg/ml leupeptiiniä, pepstatiinia ja aprotiinia. Puskurin 
pH säädettiin NaOH:lla 7,4:ään ja valmista kolminkertaista puskuriliuosta säilytettiin -20 
ºC:ssa. Koepäivän alussa tarvittava puskurimäärä laimennettiin lopulliseen pitoisuutensa 
steriilillä vedellä ja käytettiin heti. 
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2.4 Laitteet ja muut tarvikkeet 
 
Bio-Rad 680 absorbanssilukija Bio-rad Laboratories, Hercules, Ca, Yhdysvallat 
 
MultiScreen® HTS   Millipore Corporation, Billerica, MA, Yhdysvallat 
96-lasikuitusuodatinkuoppalevy 
 
Rinco Ultrasonics bio 70   Rinco Ultrasonics, Sveitsi 
sonikaattori 
    
Sorvall RC5B Plus   Kendro Laboratory, Newtown, Yhdysvallat 
sentrifuugi 
     
Trilux 1450 Wallac Microbeta   Wallac oy, Turku, Suomi 
tuikenestelaskin  
 
   
3 MENETELMÄT 
 
3.1 Soluviljely 
 
3.1.1 SH-SY5Y-solut 
 
Tutkimuksessa käytettyjä SH-SY5Y-soluja kasvatettiin inkubaattorissa (+ 37 ºC, 5 % CO2) 
75 cm
2
 ja 175 cm
2
 soluviljelypulloissa. Solut irrotettiin entsymaattisesti trypsiini-EDTA:lla 
ja jaettiin kasvatuspulloihin noin kerran viikossa. SH-SY5Y-soluilla jakoluvut vaihtelivat 
19-26 välillä. Elatusliuoksena käytettiin Dulbecco’s modified Eagle’s- ja Ham’s F12 -
elatusnestettä suhteessa 1:1 (DMEM/F-12+Glutamine), johon lisättiin 1 % ei-
välttämättömiä aminohappoja, lämmöllä inaktivoitua naudan seerumia sekä penisilliini- 
(10 000 IU/ml) ja streptomysiini- (10 000 µg/ml) antibiootteja.  
 
3.1.2 SH-EP1-hα7-solut 
 
Solut kasvatettiin inkubaattorissa (+ 37 ºC, 5 % CO2) ja siirrettiin kasvatuspulloihin edellä 
mainituin tavoin. Poikkeuksellisesti SH-EP1-hα7-solut jaettiin kaksi kertaa viikossa, koska 
ne kasvoivat nopeammin kuin SH-SY5Y solut. Kokeissa käytettyjen solujen jakoluku 
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vaihteli 11-20 välillä. Elatusliuoksena käytettiin Dulbecco’s modified Eagle’s-
elatusnestettä (DMEM, pH 7,4), johon lisättiin lämpöinaktivoimatonta naudan seerumia 
sekä hevosen seerumia. Lisäksi elatusliuokseen lisättiin seuraavia antibiootteja: penisilliini 
(10 000 IU/ml) ja streptomysiini (10 000 µg/ml), amfoterisiini B (250 µg/ml) sekä 
hygromysiini B (130 µg/ml). 
 
3.2 Solukalvohomogenaatin valmistaminen 
 
Ennen solukalvohomogenaatin valmistamista solujen elinkykyisyys ja kiinnittyminen 
soluviljelypullon pohjaan tarkistettiin mikroskoopilla. Lähes täyteen kasvaneen 175 cm
2
 
soluviljelypullon elatusliuos kaadettiin pois ja soluja huuhdottiin kolme kertaa PBS:llä 
(engl. Phosphate buffered saline: NaCl 137 mM, KCl 3mM, Na2HPO4 8 mM, KH2PO4 2 
mM, pH 7,4). Tämän jälkeen solut irrotettiin pullon pohjasta solulastalla 15 ml:aan 
kaliumfosfaattipuskuria (K2HPO4 50 mM, KH2PO4 50 mM, EDTA 1 mM, pH 7,4). 
Solususpensio siirrettiin Sorvall-fuugiputkiin, joita pidettiin koko ajan jäissä. Yhteen 
Sorvall-putkeen siirrettiin solususpensiota kahdesta soluviljelypullosta. Solut hajotettiin 
ultraäänihomogenisaattorilla (Rinco Ultrasonics Bio 70, 85 % amplitudi, 6x15 s) ja saatu 
solususpensio sentrifugoitiin 20 minuutin ajan (Sorvall RC5B+, 15 000g, + 4ºC). 
Solupelletti suspensoitiin uudelleen 600 µl:aan fosfaattipuskuria ja pakastettiin -80ºC:een. 
Molemmat solulinjat käsiteltiin samalla tavoin. 
 
3.3 Proteiinipitoisuuden määritys 
 
Samana päivänä ennen varsinaisia kokeita solukalvohomogenaattien proteiinipitoisuus 
määritettiin Bradfordin menetelmällä. Menetelmä perustuu Coomassie blue G250-värin 
sitoutumiseen proteiineihin, minkä seurauksena reagenssin absorptiviteetti muuttuu 
(Bradford 1976). Proteiinistandardisuoran määrittämisessä käytettiin naudan seerumin 
albumiinia (BSA, 2 mg/ml). Standardinäytteet sekä homogenaattinäytteet, jotka oli ensin 
sulatettu ja rehomogenoitu ultraäänihomogenisaattorilla (2x5s), laimennettiin 
fosfaattipuskuriin ja jokaista näyteliuosta pipetoitiin 10 µl kahteen rinnakkaiseen 
mikrotiitterilevyn kaivoon. Proteiinimääritystä varten kuoppiin lisättiin 200 µl:aa Sigman 
Bradford-värireagenssia. Levyä inkuboitiin huoneenlämmössä 5 minuutin ajan 
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tasoravistelijalla, jonka jälkeen absorbanssit mitattiin 595 nm:n aallonpituudella. 
Standardisuoran avulla laskettiin kunkin homogenaattierän kahden eri näytelaimennoksen 
perusteella varsinainen proteiinikonsentraatio. 
 
3.4 Reseptorisitoutumiskokeet 
 
Työssä käytetyt saturaatio- ja syrjäytymiskokeet perustuvat aikaisemmin kuvattuun in vitro 
reseptorisitoutumismenetelmään, jossa hermovälittäjäaineiden kohdereseptoreita on 
tutkittu reseptoreihin spesifisti sitoutuvan radioaktiivisen ligandin avulla (Hyttel 1987). 
Saturaatio- ja syrjäytymiskokeiden perusteella saadaan tietoa tutkittavan aineen 
affiniteetista eli hanakkuudesta sitoutua kohdereseptoriinsa (Bigott-Hennkens ym. 2008). 
Reseptorisitoutumiskokeita käytetään yleisesti uusien johtomolekyylien tunnistamiseen ja 
niiden ominaisuuksien karakterisoimiseen ennen in vivo tutkimuksia 
lääkekehitysprosessissa. Radioligandikokeita voidaan soveltaa myös reseptorien 
kineettisten ja farmakologisten ominaisuuksien selvittämiseen. 
 
Saturaatiokokeiden (engl. saturation binding) tarkoituksena on selvittää radioligandin 
tasapainotilan spesifisitoutuminen eri ligandikonsentraatioilla (Bigott-Hennkens ym. 
2008). Spesifisitoutuminen mitataan radioligandin kokonaissitoutumisen ja epäspesifisen 
sitoutumisen erotuksena. Epäspesifisyyden mittaamisessa käytetään ylimäärää 
leimaamatonta yhdistettä. Kokonaissitoutumisen ja epäspesifin sitoutumisen avulla 
määritetään radioligandin affiniteettia kuvastava sitoutumisvakio (KD) ja reseptorien 
kokonaismäärä (Bmax) solukalvopreparaatissa.  
 
Reseptorisyrjäytymiskokeilla (engl. competition binding) puolestaan mitataan tutkittavan 
aineen ominaisuuksia kilpailla reseptorin sitoutumispaikasta radioligandin kanssa. 
Tutkittavan yhdisteen syrjäyttäessä radioaktiivista ligandia, voidaan sille määrittää 
pitoisuus, jolloin 50 %:a radioligandista on syrjäytynyt (IC50-arvo) (Bigott-Hennkens ym. 
2008). Sitoutumisaffiniteettia kuvastavan IC50-arvon ollessa alhainen yhdiste sitoutuu 
voimakkaasti kohdereseptoriin ja estää näin tehokkaasti merkkiaineen sitoutumisen. 
Syrjäytymiskokeiden perusteella tutkittavalle aineelle voidaan myös määrittää tasapainon 
dissosiaatiovakio (Ki-arvo). Arvon (käytetään myös nimitystä inhibitiovakio) perusteella 
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voidaan vertailla tarkemmin kilpailevan yhdisteen ominaisuuksia sitoutua tiettyyn 
reseptoriin eri koeolosuhteissa.  
 
3.4.1 [3H]-metyylilykakonitiinin saturaatiokoe 
 
Proteiinipitoisuusmäärityksen perusteella SH-SY5Y- ja SH-EP1-hα7-
solukavohomogenaateista valmistettiin näytelaimennokset. Proteiinimääräksi laskettiin 50 
µg/kaivo ja näytteet laimennettiin haluttuun pitoisuuteen. Laimennosliuoksena käytettiin 
fosfaattipuskuria, johon lisättiin 1 %:sta (w/V) naudan seerumin albumiinia (BSA) niin, 
että kaivojen lopullinen BSA pitoisuus oli 0,1 %:a. BSA:n on todettu vähentävän [
3
H]-
MLA:n epäspesifistä sitoutumista lasikuitusuodattimella (Davies ym. 1999). Kustakin 
näytteestä valmistettiin totaalisitoutumista ja epäspesifisitoutumista varten 3-4 
rinnakkaismääritystä.  
 
[
3
H]-metyylilykakonitiinin saturaatiokokeet suoritettiin epäspesifisen sitoutumisen 
vähentämiseksi ensin 96-polystyreenikuoppalevyllä. Polystyreenilevylle pipetoitiin 50 l 
kaliumfosfaattipuskuria (totaalikaivot) ja 50 l 5 mM nikotiinia (epäspesifikaivot). Sen 
jälkeen kuoppiin lisättiin 150 l homogenaattinäytettä ja lopuksi 50 l [
3
H]-MLA 
radioligandia. Molemmilla solulinjoilla tehdyissä kokeissa 100 nM:n [
3
H]-
metyylilykakonitiinin kantaliuos valmistettiin fosfaattipuskuriin ja siitä laimennettiin 0,01-
10 nM:n radioligandikonsentraatiot. Levyä sekoitettiin muutaman minuutin ajan 
tasoravistelijassa ja inkuboitiin 2 tuntia huoneenlämmössä. Ennen inkubaatioajan 
päättymistä 0,5 %:lla polyetyleeni-imiinillä (PEI, 200 l/kuoppa, +4 C, 24 h) esikäsitellyt 
MultiScreen-lasikuitusuodatinlevyt huuhdeltiin kolme kertaa 200 l:lla pesupuskuria 
(PBS) ja näyteseos pipetoitiin polystyreenilevyltä lasikuitusuodatinlevyjen kuoppiin. PEI:n 
on havaittu vähentävän myös epäspesifistä sitoutumista koemateriaaleihin (Bruns ym. 
1983). Välittömästi tasaantumisen jälkeen näytekuopat imettiin suodattimien läpi tyhjiksi 
ja kuoppia huuhdeltiin kuusi kertaa 200 l:lla kylmää PBS:ää.  
 
Huuhtelun päätyttyä levyistä irrotettiin kontaminaatiosuoja ja levyjä kuivatettiin lampun 
alla noin 20-30 minuutin ajan. Kuivuneet levyt asetettiin lukukehykseen ja vähintään 
neljään käsittelemättömään kuoppaan lisättiin 10 l 100 nM [
3
H]-metyylilykakonitiinia 
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radioligandin aktiivisuuden määrittämiseksi. Tämän jälkeen jokaiseen kuoppaan pipetoitiin 
30 l HiSafe3-tuikenestettä ja levyjen annettiin tasaantua vähintään 45 minuuttia 
huoneenlämmössä ennen radioaktiivisuuden mittaamista MicroBeta-tuikenestelaskurilla. 
 
3.4.2 [3H]-epibatidiinin saturaatiokoe 
 
[
3
H]-epibatidiinin saturaatiokoe suoritettiin yllä mainituin tavoin muutamin poikkeuksin. 
Varsinainen koe suoritettiin suoraan MultiScreen-lasikuitusuodatinlevyillä, jotka 
esikäsiteltiin 0,1 %:lla PEI:llä. Radioaktiivisuuden määrittämisessä käytettiin 100 nM [
3
H]-
epibatidiinin kantaliuosta ja saturaatiomittauksissa konsentraatioalueina SH-SY5Y-
solukalvopreparaateilla 10-1600 pM:a ja vastaavasti SH-EP1-hα7-soluilla 10-6400 pM:a 
radioligandia. 
 
3.4.3 Toksiineilla tehdyt [3H]-epibatidiinin syrjäytymiskokeet 
 
Tutkittavilla toksiineilla suoritetut syrjäytymiskokeet tehtiin saturaatiokokeiden tavoin. 
Solukalvohomogenaateista laimennetut näytteet, tutkimuksessa käytetyt toksiiniliuokset 
sekä radioligandiliuokset valmistettiin proteaasi-inhibiittoripuskuriin (ks. kohta 2.2 
käytetyt kemikaalit ja liuokset) taulukon mukaisesti (Taulukko 1). Näytteiden 
proteiinimääräksi asetettiin 50 g/kuoppa ja näytelaimennoksissa käytettiin lopullisina 
pitoisuuksina 0,1 %:sta BSA:ta. Syrjäytymiskokeet suoritettiin 0,1 %:lla PEI -
esikäsitellyillä Multi-Screen lasikuitusuodatinlevyillä. Jokaisessa kokeessa 
rinnakkaismäärityksiä oli 3-4. Suodatinlevyjen kuoppiin pipetoitiin 50 l 
kaliumfosfaattipuskuria (totaalikaivot) ja 50 l 5 mM nikotiinia (epäspesifikaivot). Tämän 
lisäksi levyille pipetoitiin erillisiin kuoppiin 50 l tutkittavaa toksiinia eri konsentraatioina. 
Toksiinien konsentraatioalueet vaihtelivat tutkittavasta yhdisteestä riippuen (ks. 
Taulukko1). Konsentraatioalue muodostui logaritmisesta 12-16:sta mittapisteen 
pitoisuusvälistä.  Kaikkiin koekuoppiin lisättiin 150 l homogenaattinäytettä sekä 50 l 
[
3
H]-epibatidiinia lopullisen konsentraation ollessa 400 pM:a SH-SY5Y-soluilla ja 2000 
pM:a SH-EP1-hα7-soluilla. Levyjen annettiin inkuboitua 2 tuntia huoneenlämmössä, 
minkä jälkeen koe suoritettiin loppuun samalla tavalla kuin saturaatiokokeissa.  
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[
3
H]-epibatidiinin pitoisuudet syrjäytymiskokeissa valittiin kirjallisuuden ja 
saturaatiokokeista saatujen KD-arvojen perusteella. Inhiboitava konsentraatio valitaan usein 
lähelle KD-arvoa. Koska [
3
H]-epibatidiinin sitoutumisaffiniteetti α7 nACh-reseptoreihin on 
pienempi kuin muihin tutkittaviin alatyyppeihin (esim. Gerzanich ym. 1995), SH-EP1-hα7-
soluilla tehdyissä syrjäytymiskokeissa käytettiin suurempaa [
3
H]-EPI-konsentraatiota. 
Syrjäytymiskokeita weak-toksiinilla, α-kobratoksiinilla ja neurotoksiini II:lla ei suoritettu 
SH-EP1-hα7-soluilla, koska kyseiset kokeet oli suoritettu jo ennen erikoistyön aloittamista 
samalla menetelmällä.  
 
Taulukko 1. Toksiinien konsentraatioalueet [
3
H]-epibatidiinin syrjäytymiskokeissa. 
Tutkittava toksiini 
Konsentraatioalue 
SH-SY5Y-soluilla 
 [
3
H]-EPI 400 pM 
Konsentraatioalue 
SH-EP1-hα7-soluilla 
 [
3
H]-EPI 2000 pM 
Laimennoksissa 
käytetty puskuri 
Sytisiini 0,1-50 000 nM 0,1-50 000 nM kaliumfosfaatti 
Metyylilykakonitiini 0,001-50 000 nM 0,1-50 000 nM kaliumfosfaatti 
α-Konotoksiini MII 0,003-10 000 nM 0,03-10 000 nM proteaasi-inhibiittori 
α-Konotoksiini Vc1.1 0,001-30 000 nM 0,001-30 000 nM proteaasi-inhibiittori 
Weak-toksiini 0,03-30 000 nM - proteaasi-inhibiittori 
α-Kobratoksiini 0,001-30 000 nM - proteaasi-inhibiittori 
Neurotoksiini II 0,03-10 000 nM - proteaasi-inhibiittori 
 
3.5 Tulosten käsittely 
 
Saturaatiokokeissa spesifisitoutuminen laskettiin vähentämällä kokonaissitoutumisesta 
epäspesifisitoutumisen osuus cpm:nä (counts per minute), minkä jälkeen ne muutettiin 
fmol/mg proteiinia -arvoiksi. Radioligandien dissosiaatiovakio (KD) ja maksimaalinen 
sitoutuminen (Bmax) määritettiin sovittamalla tulokset yksinkertaiseen yhden 
sitoutumispaikan epälineaariseen regressioon tai monimutkaisempaan kahden 
sitoutumispaikan malliin. Yhden tai kahden sitoutumispaikan sovituksia verrattiin 
keskenään F-testin avulla (engl. extra sum-of-squares F test), jonka perusteella määritettiin 
tilastollinen merkitsevyys. P-arvot alle 0,05 pidettiin tilastollisesti merkitsevänä ja parempi 
sovitus valittiin sen mukaisesti.  
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Syrjäytymiskokeista saadut cpm-arvot muunnettiin prosentuaalisiksi osuuksiksi 
kokonaissitoutumisesta ja saadut arvot sovitettiin yhden tai kahden sitoutumispaikan 
epälineaariseen regressioon ja suoritettiin vertailu yllä mainitun tavoin. Sovituksen 
perusteella määritettiin kullekin toksiinille tietylle sitoutumispaikalle ominainen IC50- ja 
Ki-arvo. Ki-arvon laskeminen perustuu seuraavaan yhtälöön, 
 
jossa tutkittavan toksiinin IC50-arvo jaetaan radioligandinkonsentraatiolla ja sille 
ominaisella KD-arvolla (Cheng ja Prussoff 1973). Kokeista saadut tulokset laskettiin 
Microsoft Office Excel 2007-ohjelmiston avulla ja tuloksista piirretyt kuvaajat ja 
tilastolliset testit suoritettiin GraphPad Prism 5-ohjelmalla. 
 
 
4 TULOKSET 
 
4.1 Radioligandien saturaatiokokeet 
 
4.1.1 Neuronaalisten nikotiinireseptorien saturoituminen [3H]-metyylilykakonitiinilla 
SH-SY5Y-ja SH-EP1-hα7-solukalvopreparaateissa 
 
Tutkittaessa [
3
H]-metyylilykakonitiinin speisfisitoutumista neuronaalisiin 
nikotiinireseptoreihin SH-SY5Y-solukalvopreparaateilla, saturoitumista ei saavutettu 0,01-
10 nM:n radioligandikonsentraatioilla (n=2) (Kuva 6A). Kuvassa 6B voidaan havaita [
3
H]-
MLA:n pienen spesifisitoutumisen sijaan merkittävää epäspesifistä sitoutumista, mistä 
johtuvat myös negatiiviset arvot y-akselilla molemmissa kuvaajissa.  
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Kuva 6. A. Saturaatiokuvaaja [
3
H]-metyylilykakonitiinin spesifisitoutumisesta SH-SY5Y-solujen 
nACh-reseptoreihin. Spesifinen sitoutuminen on mitattu 0,01, 0,02, 0,1, 0,2, 1, 2 ja 10 nM [
3
H]-
MLA:n radioligandipitoisuuksilla ja saadut tulokset ilmoitettu fmol/mg proteiinia (n=2). 
Epäspesifinen sitoutuminen määritettiin 1 mM:lla nikotiinilla ja tulokset sovitettiin yhden 
sitoutumispaikan epälineaariseen regressioon. Saturaatiota ei onnistuttu saavuttamaan tutkittavalla 
konsetraatioalueella (Bmax= ~6,13*10
10
 fmol/mg ja KD= ~1,03*10
10
 nM). B. [
3
H]-MLA:n totaali-, 
epäspesifi- ja spesifisitoutuminen SH-SY5Y-soluilla 0,01-10 nM ligandikonsentraatioilla. 
Sitoutuminen on ilmoitettu cpm-arvoina ± SEM (n=2). Huomioi molemmissa kuvaajissa 
negatiiviset arvot y-akselilla.  
 
nACh-reseptoreiden saturaatio onnistuttiin kuitenkin saavuttamaan samalla [
3
H]-MLA:n 
pitoisuusalueella SH-EP1-hα7-solukalvopreparaateilla (Kuva 7A). Laskennalliseksi Bmax-
arvoksi saatiin 1222,0 ± 83,6 fmol/mg proteiinia ja vastaavasti KD-arvoksi 3,97 ± 0,64 nM 
(n=2). [
3
H]-MLA:n spesifisitoutuminen rotan aivojen P2-solukalvopraparaattien nACh-
reseptoreihin on osoitettu olevan myös nanomoolin luokkaa (Davies ym. 1999).  
 
SH-EP1-hα7-solukalvopreparaateilla tehdyissä kokeissa [3H]-MLA:n epäspesifinen 
sitoutuminen oli selkeästi pienempää kuin SH-SY5Y-solukokeissa (Kuva 7B). Käytännön 
syiden kuten ligandin saatavuusongelmien, kalleuden ja huonon reaktiivisuuden sekä 
kokonaisuudessaan suuren epäspesifisitoutumisen ja siten menetelmän heikon toimivuuden 
vuoksi reseptorisitoutumiskokeita ei jatkettu [
3
H]-MLA:lla. 
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Kuva 7. A. Saturaatiokuvaaja [
3
H]- metyylilykakonitiinin spesifisitoutumisesta SH-EP1-hα7-
solujen nACh-reseptoreihin sekä tulokset muunnettuna lineaariseen Scatchardin kuvaajaan 
(sisäkuva). Spesifisitoutuminen on mitattu 0,01, 0,02, 0,1, 0,2, 1, 2 ja 10 nM [
3
H]-MLA:n 
radioligandipitoisuuksilla ja saadut tulokset ilmoitettu fmol/mg proteiinia (n=2). Epäspesifinen 
sitoutuminen määritettiin 1 mM:lla nikotiinilla. Tulokset on sovitettu yhden sitoutumispaikan 
epälineaariseen regressioon ja laskennalliseksi Bmax-arvoksi saatiin 1222,0 ± 83,6 fmol/mg 
proteiinia ja vastaavasti KD-arvoksi 3,97 ± 0,64 nM:a. B. [
3
H]-MLA:n totaali-, epäspesifi- ja 
spesifisitoutuminen SH-EP1-hα7-soluilla 0,01-10 nM ligandikonsentraatioilla. Sitoutuminen on 
ilmoitettu cpm-arvoina ± SEM (n=2). 
 
4.1.2 Neuronaalisten nikotiinireseptorien saturoituminen [3H]-epibatidiinilla SH-SY5Y- 
ja SH-EP1-hα7-solukalvopreparaateissa 
 
Radioaktiivisen [
3
H]-epibatidiinin spesifisitoutuminen neuronaalisiin nikotiinireseptoreihin 
SH-SY5Y-solukalvopreparaateissa oli saturoituvaa 10-1600 pM ligandikonsentraatioilla 
(Kuva 8A). Tulokset sovitettiin yhden sitoutumispaikan ja kahden sitoutumispaikan 
malliin, joiden vertailussa kahden sitoutumispaikan malli osoittautui tilastollisesti 
merkitsevämmäksi (P<0,05). Näin ollen Bmax1-arvoksi saatiin 33,99 ± 4,57 fmol/mg 
proteiinia ja KD1-arvoksi 9,51 ± 2,73 pM (keskiarvo ± SEM, n=8). Vastaavasti Bmax2-
arvoksi saatiin 191,20 ± 3,54 fmol/mg proteiinia ja KD2-arvoksi 276,0 ± 18,1 pM. 
Saturaatiokuvaaja [
3
H]-EPI:n spesifisitoutumisesta on esitetty kuvassa 8A, jonka 
sisemmässä kuvassa tulokset on muunnettuna lineaariseen Scatchardin kuvaajaan. Kaksi 
sitoutumispaikkaa voidaan erottaa lineaarisen suoran sijaan käyrän taipumisena. Kuvaajaan 
piirretyt kaksi eriasteisesti laskevaa suoraa (yhtenäinen viiva ja katkoviiva) kuvaavat 
tuloksista laskettuja sitoutuneen ja vapaan [
3
H]-EPI:n suhdetta ja ligandin Bmax1- ja -2-
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arvoja. Saturaatiokokeissa [
3
H]-EPI:n epäspesifisitoutuminen osoittautui hyvin pieneksi, 
spesifisitoutumisen seuratessa lähellä totaalisitoutumista (Kuva 8B). 
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Kuva 8. A. Saturaatiokuvaaja [
3
H]-epibatidiinin spesifisitoutumisesta SH-SY5Y-solujen nACh-
reseptoreihin sekä tulokset muunnettuna lineaariseen Scatchardin kuvaajaan (sisäkuva). 
Spesifisitoutuminen on mitattu 10, 50, 100, 200, 400, 800 ja 1600 pM:n [
3
H]-EPI 
radioligandipitoisuuksilla ja saadut tulokset ilmoitettu fmol/mg proteiinia ± SEM (n=8). 
Sovitettaessa tulokset kahden sitoutumispaikan epälineaariseen regressioon (P<0,05 vertailtaessa 
kahden sitoutumispaikan mallia yhden paikan malliin), saatiin Bmax1-arvoksi 33,99 ± 4,57 fmol/mg 
proteiinia ja KD1-arvoksi 9,51 ± 2,73 pM:a (sisäkuvassa yhtenäinen viiva). Vastaavasti Bmax2-
arvoksi saatiin 191,20 ± 3,54 fmol/mg proteiinia ja KD2-arvoksi 276,0 ± 18,1 pM:a (sisäkuvassa 
katkoviiva). Epäspesifisitoutuminen määritettiin 1 mM:lla nikotiinilla. B. [
3
H]-EPI:n totaali-, 
epäspesifi- ja spesifisitoutuminen SH-SY5Y-soluilla 10-1600 pM:n ligandikonsentraatioilla. 
Sitoutuminen on ilmoitettu cpm-arvoina ± SEM (n=8). 
 
[
3
H]-EPI:n spesifisitoutuminen neuronaalisiin α7 nikotiinireseptorialayksiköihin SH-EP1-
hα7-soluilla oli saturoituvaa 10-6400 pM ligandikonsentraatioilla (Kuva 9A). Toisin kuin 
SH-SY5Y-soluilla, SH-EP1-hα7-solukalvopreparaattien reseptorimäärät vaihtelivat eri 
näytehomogenaateissa niin, että [
3
H]-EPI:n sitoutumisesta saatiin kaksi toisistaan 
riippumatonta saturaatiokuvaajaa (Kuva 9 ja LIITE 1). Kokeissa, joissa 10-6400 pM:n 
[
3
H]-EPI:n sitoutuminen solukalvohomogenaattien α7 nACh-reseptoreihin oli voimakasta, 
Bmax-arvoksi saatiin 1152,0±8,1 fmol/mg proteiinia ja KD-arvoksi 1721,0± 30,6 pM 
(keskiarvo ± SEM, n=6). Sen sijaan homogenaateissa, joissa [
3
H]-EPI:n sitoutuminen 10-
3200 pM:n radioligandipitoisuuksilla oli vähäisempää, reseptorien kokonaismäärä jäi 
selkeästi pienemmäksi (Bmax= 167,8±7,8 fmol/mg proteiinia, n=4) ja näin ollen saturaatio 
vaillinaiseksi (LIITE 1 Kuva A.). [
3
H]-EPI:n sitoutumisaffiniteetti (KD= 1700,0±161,0 
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pM) oli kuitenkin samansuuruinen. Molemmissa tapauksissa Scatchardin kuvaajista saatiin 
lineaariset ja epäspesifisitoutuminen pysyi spesifisitoutumiseen nähden matalana (Kuva 9B 
ja LIITE 1 Kuva B).  
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Kuva 9. A. Saturaatiokuvaaja [
3
H]-epibatidiinin spesifisitoutumisesta SH-EP1-hα7-solujen 
nikotiinireseptoreihin sekä tulokset muunnettuna lineaariseen Scatchardin kuvaajaan (sisäkuva). 
Spesifisitoutuminen mitattiin 10, 50, 100, 200, 400, 800, 1600 ja 6400 pM:n [
3
H]-EPI 
radioligandipitoisuuksilla ja saadut arvot on ilmoitettu fmol/mg proteiinia ± SEM (n=6). 
Epäspesifisitoutuminen määritettiin 1 mM:lla nikotiinilla. Tulokset on sovitettu yhden 
sitoutumispaikan epälineaariseen regressioon, josta laskennalliseksi Bmax-arvoksi saatiin 1152,0 ± 
8,1 fmol/mg proteiinia ja vastaavasti KD-arvoksi 1721,0 ± 30,6 pM:a. B. [
3
H]-EPI:n totaali-, 
epäspesifi- ja spesifisitoutuminen SH-EP1-hα7-soluilla 10-6400 pM:n ligandikonsentraatioilla. 
Spesifinen sitoutuminen on ilmoitettu cpm-arvoina ± SEM (n=6). 
 
4.2 [3H]-epibatidiinin syrjäytyminen tutkittavilla toksiineilla 
 
4.2.1 Sytisiini-inhibitio SH-SY5Y- ja SH-EP1-hα7-solulinjoilla 
 
Tutkittaessa radioaktiivisen [
3
H]-epibatidiinin syrjäytymistä nACh-reseptorien agonistilla, 
onnistuttiin molemmilla solulinjoilla saavuttamaan lähes täydellinen [
3
H]-EPI:n 
syrjäytyminen 0,1-50 000 nM:n sytisiinikonsentraatioilla (Kuva 10).  SH-SY5Y-
solukavopreparaateilla tehtyjen 400 pM:n [
3
H]-EPI:n syrjäytymiskokeiden tulokset 
noudattivat tilastollisesti merkitsevästi kahden sitoutumispaikan regressiomallia (P<0,001) 
kuin yhden sitoutumispaikan mallia. Sitoutuminen kahteen paikkaan voidaan havaita 
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kokonaissitoutumiseen verratuista prosentuaalisista [
3
H]-EPI:n spesifisitoumisarvoista 
piirretyssä kuvaajassa kahden tasanteen muodostavana paraabelina (Kuva 10A). 
Regressiosovituksesta laskennalliseksi IC501-arvoksi saatiin 1,98 ± 1,36 nM ja Ki1-arvoksi 
0,88 nM sekä IC502-arvoksi 2312,0 ± 0,6 nM ja vastaavasti Ki2-arvoksi 943,90 nM 
(keskiarvo ± SEM, n=4). [
3
H]-EPI:n maksimaalinen syrjäytyminen SH-SY5Y-soluilla oli 
95,19 ± 1,50 %:a ja se saavutettiin 50 mM sytisiinipitoisuudella.  
 
SH-EP1-hα7-solukalvopreparaateilla tehdyissä 2000 pM [3H]-EPI:n syrjäytymiskokeissa 
tulokset sovitettiin yhden sitoutumispaikan epälineaariseen regressioon (Kuva 10B). 
Tämän perusteella sytisiinin IC50-arvoksi saatiin 1456,0 ± 0,5 nM:a ja Ki-arvoksi 673,5 
nM:a (keskiarvo ± SEM, n=8). Vaikka [
3
H]-EPI:n syrjäytymistä α7 nACh-reseptoreista 
SH-EP1-hα7-soluilla ilmeni vasta 100 nM sytisiinikonsentraation jälkeen, maksimaalinen 
syrjäytyminen oli yli 90 %:a (92,19 ± 1,95 %) 50 mM sytisiinikonsentraatiolla.  
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Kuva 10. A. [
3
H]-epibatidiinin syrjäytyminen sytisiinillä SH-SY5Y-soluilla. [
3
H]-EPI:n (400 pM) 
syrjäytyminen mitattiin 0,1-50 000 nM:n sytisiinipitoisuuksilla. Saadut arvot [
3
H]-EPI:n 
spesifisitoutumisesta on esitetty kuvaajassa prosenttiosuutena kokonaissitoutumisesta (keskiarvo ± 
SEM, n=4). Epäspesifisitoutuminen määritettiin 1 mM:lla nikotiinilla. Tulokset on sovitettu kahden 
sitoutumispaikan epälineaariseen regressioon (P<0,0001 vertailtaessa kahden sitoutumispaikan 
mallia yhden paikan malliin) ja laskennalliseksi IC501-arvoksi saatiin 1,98 ± 1,36 nM:a ja Ki1-
arvoksi 0,88 nM:a sekä IC502-arvoksi 2312,0 ± 0,6 nM:a ja vastaavasti Ki2-arvoksi 943,90 nM:a. 
[
3
H]-EPI:n maksimaalinen inhibitio (95,19 ± 1,50 %:a) saavutettiin 50 mM:n 
sytisiinikonsentraatiolla. B. [
3
H]-epibatidiinin syrjäytyminen sytisiinillä SH-EP1-hα7-soluilla 
(keskiarvo ± SEM, n=8). [
3
H]-EPI:n (2000 pM) syrjäytyminen mitattiin 0,1-50 000 nM:n 
sytisiinipitoisuuksilla. Spesifisitoutumisen tulokset on sovitettu yhden sitoutumispaikan malliin, 
josta saatiin sytisiinin IC50-arvoksi 1456,0 ± 0,5 nM:a ja Ki-arvoksi 673,5 nM:a. Suurimmalla 
sytisiinipitoisuudella (50 mM) saatiin [
3
H]-EPI:n maksimaaliseksi inhibitioksi 92,19 ± 1,95 %:a.  
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4.2.2 Metyylilykakonitiini-inhibitio SH-SY5Y- ja SH-EP1-hα7-solulinjoilla 
 
Radioleimatun [
3
H]-epibatidiinin syrjäytyminen neuronaalisista nikotiinireseptoreista 
saavutettiin spesifisellä α7 nACh-reseptorien antagonistilla molemmilla solulinjoilla (Kuva 
11). SH-SY5Y-solukalvopreparaateilla [
3
H]-EPI:n syrjäytymistä tasapainotilassa tapahtui 
metyylilykakonitiinin konsentraatioalueella 0,001-50 000 nM:a maksimaalisen 
syrjäytymisen ollessa suurimmalla MLA-konsentraatiolla 89,42 ± 0,49 %:a (keskiarvo ± 
SEM, n=4). Sovitettua tulokset kahden sitoutumispaikan epälineaariseen regressioon 
(P<0,0001 vertailtaessa kahden sitoutumispaikan mallia yhden paikan malliin), 
laskennalliseksi IC501-arvoksi saatiin 0,09 ± 0,56 nM ja Ki1-arvoksi 0,04 nM sekä IC502-
arvoksi 1515,0 ± 0,4 nM ja vastaavasti Ki2-arvoksi 618,4 nM. MLA:n aiheuttama [
3
H]-
EPI:n syrjäytyminen kahdessa kohtaa voidaan havaita tuloksista piirretyssä kuvaajassa 
(Kuva 11A). 
 
SH-EP1-hα7-solukalvopreparaateissa MLA:lla aikaansaatu 2000 pM:n [3H]-epibatidiinin 
syrjäytyminen neuronaalisista α7-nikotiinireseptorialatyypeistä saavutettiin 0,1-50 000 
nM:n antagonistipitoisuuksilla (Kuva 11B). Jo 10 000 nM:n MLA-pitoisuudella, [
3
H]-
EPI:n maksimaalinen syrjäytyminen oli reilusti yli 90 %:a (97,85 ± 1,08 %, keskiarvo ± 
SEM, n=8). Spesifisitoutumisen tulokset on sovitettu yhden sitoutumispaikan malliin, josta 
saatiin MLA:n IC50-arvoksi 26,04 ± 0,59 nM ja Ki-arvoksi 12,04 nM. Kuvassa 11B [
3
H]-
EPI:n syrjäytyminen muodostaa tyypillisen yhden sitoutumispaikan inhibitiokäyrän. 
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Kuva 11. A[
3
H]-epibatidiinin syrjäytyminen metyylilykakonitiinilla SH-SY5Y-soluilla. [
3
H]-EPI:n 
(400 pM) syrjäytyminen mitattiin 0,001-50 000 nM:n MLA-pitoisuuksilla. Saadut arvot [
3
H]-EPI:n 
spesifisitoutumisesta on esitetty kuvaajassa prosenttiosuutena kokonaissitoutumisesta (keskiarvo ± 
SEM, n=8). Epäspesifisitoutuminen määritettiin 1 mM:lla nikotiinilla. Tulokset on sovitettu kahden 
sitoutumispaikan epälineaariseen regressioon (P<0,001 vertailtaessa kahden sitoutumispaikan 
mallia yhden paikan malliin) ja laskennalliseksi IC501-arvoksi saatiin 0,09 ± 0,56 nM:a ja Ki1-
arvoksi 0,04 nM:a sekä IC502-arvoksi 1515,0 ± 0,4 nM:a ja vastaavasti Ki2-arvoksi 618,4 nM:a. 
[
3
H]-EPI:n maksimaalinen syrjäytyminen 50 000 nM:n MLA-konsentraatiolla oli 89,42 ± 0,49 %:a. 
B. [
3
H]-epibatidiinin syrjäytyminen metyylilykakonitiinilla SH-EP1-hα7-soluilla (keskiarvo ± 
SEM, n=8). [
3
H]-EPI:n (2000 pM) syrjäytyminen mitattiin 0,1-50 000 nM:n MLA-pitoisuuksilla. 
Spesifisitoutumisen tulokset on sovitettu yhden sitoutumispaikan malliin, josta saatiin MLA:n IC50-
arvoksi 26,04 ± 0,59 nM:a ja Ki-arvoksi 12,04 nM:a. [
3
H]-EPI:n maksimaalinen syrjäytyminen 
(97,85 ± 1,08 %) saavutettiin 10 000 nM:n MLA-pitoisuudella. 
 
4.2.3 α-Konotoksiini MII -inhibitio SH-SY5Y- ja SH-EP1-hα7-solulinjoilla 
 
Nikotiinireseptorien antagonistilla, α-konotoksiini MII:lla 400 pM:n [3H]-epibatidiinin 
syrjäytyminen SH-SY5Y-solukalvohomogenaateilla ja vastaavasti 2000 pM:n [
3
H]-EPI:n 
syrjäytyminen SH-EP1-hα7-solukalvohomogenaateilla saavutettiin vain osittain. 
Syrjäytymistä tapahtui pääosin vasta suurilla ligandipitoisuuksilla (Kuva 12). SH-SY5Y-
soluilla syrjäytymiskokeiden tulokset 0,003-10 000 nM:n α-CtxMII-pitoisuuksilla sopivat 
tilastollisesti paremmin kahden kuin yhden sitoutumispaikan malliin (P<0,0001). Näin 
ollen vähäistä [
3
H]-EPI:n syrjäytymistä havaittiin myös pienillä ligandikonsentraatioilla. 
Mitatut arvot [
3
H]-EPI:n spesifisitoutumisesta on esitetty prosenttiosuutena 
kokonaissitoutumisesta kuvassa 12A. α-CtxMII:n laskennalliseksi IC501-arvoksi saatiin 
0,009 ± 0,830 nM:a ja Ki1-arvoksi 0,004 nM:a sekä IC502-arvoksi 3003,0 ± 0,6 nM:a ja 
vastaavasti Ki2-arvoksi 1226,0 nM:a (keskiarvo ± SEM, n=6). [
3
H]-EPI:n maksimaalinen 
syrjäytyminen suurimmalla α-CtxMII-konsentraatiolla (10 000 nM) oli 55,21 ± 2,43 %:a.  
 
  
70 
 
[
3
H]-epibatidiinin syrjäytyminen 0,03-10 000 nM:n α-konotoksiini MII-pitoisuuksilla SH-
EP1-hα7-soluilla on esitetty Kuvassa 12B. Kilpailua reseptorisitoutumispaikasta tapahtui 
selkeästi 100 nM:n ligandipitoisuuden jälkeen. [
3
H]-EPI:n maksimaalinen syrjäytyminen 
10 000 nM:n α-CtxMII-pitoisuudella oli 68,36 ± 4,43 %:a. Spesifisitoutumisen tulokset 
sovitettiin yhden sitoutumispaikan malliin, josta saatiin α-CtxMII:n IC50-arvoksi 2158,0 ± 
0,7 nM ja Ki-arvoksi 998,0 nM (keskiarvo ± SEM, n=4).  
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Kuva 12. [
3
H]-epibatidiinin syrjäytyminen α-konotoksiini MII:lla SH-SY5Y-soluilla. [3H]-EPI:n 
(400 pM) syrjäytyminen mitattiin 0,003-10 000 nM:n α-CtxMII-pitoisuuksilla. Saadut arvot [3H]-
EPI:n spesifisitoutumisesta on esitetty kuvaajassa prosenttiosuutena kokonaissitoutumisesta 
(keskiarvo ± SEM, n=6). Epäspesifisitoutuminen määritettiin 1 mM:lla nikotiinilla. Tulokset on 
sovitettu kahden sitoutumispaikan epälineaariseen regressioon (P<0,0001 vertailtaessa kahden 
sitoutumispaikan mallia yhden paikan malliin) ja laskennalliseksi IC501-arvoksi saatiin 0,009 ± 
0,830 nM:a ja Ki1-arvoksi 0,004 nM:a sekä IC502-arvoksi 3003,0 ± 0,6 nM:a ja vastaavasti Ki2-
arvoksi 1226,0 nM:a. [
3
H]-EPI:n maksimaalinen syrjäytyminen 10 000 nM α-CtxMII -
konsentraatiolla oli 55,21 ± 2,43 %:a. B. [
3
H]-epibatidiinin syrjäytyminen α-konotoksiini MII:lla 
SH-EP1-hα7-soluilla (keskiarvo ± SEM, n=4). [3H]-EPI:n (2000 pM) syrjäytyminen mitattiin 0,03-
10 000 nM:n α-CtxMII-pitoisuuksilla. Spesifisitoutumisen tulokset on sovitettu yhden 
sitoutumispaikan malliin, josta saatiin α-CtxMII:n IC50-arvoksi 2158,0 ± 0,7 nM:a ja Ki-arvoksi 
998,0 nM:a. [
3
H]-EPI:n maksimaalinen syrjäytyminen 10 000 nM:n α-CtxMII-pitoisuudella oli 
68,36 ± 4,43 %:a. 
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4.2.4 α-Konotoksiini Vc1.1 -inhibitio SH-SY5Y- ja SH-EP1-hα7-solulinjoilla 
 
Radioaktiivisen [
3
H]-epibatidiinin (400 pM) syrjäytymistä neuronaalisista 
nikotiinireseptoreista havaittiin α-konotoksiini Vc1.1:llä SH-SY5Y-solukalvopreparaateilla 
(Kuva 13A). [
3
H]-EPI:n syrjäytyminen 0,001-30 000 nM:n α-CtxVc1.1-pitoisuuksilla jäi 
kokonaisuudessaan kuitenkin vaillinaiseksi. Kuvassa 13A tulokset [
3
H]-EPI:n 
spesifisitoutumisesta on esitetty prosenttiosuutena kokonaissitoutumisesta (keskiarvo ± 
SEM, n=3). Saadut arvot sopivat tilastollisesti paremmin kahden sitoutumispaikan 
epälineaariseen regressioon (P<0,001 vertailtaessa kahden sitoutumispaikan mallia yhden 
paikan malliin), jolloin α-CtxVc1.1:n sitoutumisominaisuuksia kuvastavaan käyrään 
muodostui kaksitasanteinen paraabeli. Tulosten perusteella laskennalliseksi IC501-arvoksi 
saatiin 0,91 ± 1,80 nM:a ja Ki1-arvoksi 0,37 nM:a sekä IC502-arvoksi 170178,0 ± 1,3 nM:a 
ja vastaavasti Ki2-arvoksi 6973,0 nM:a. [
3
H]-EPI:n maksimaalinen syrjäytyminen 30 000 
nM:n α-CtxVc1.1-konsentraatiolla oli 63,85 ± 12,10 %:a. 
 
[
3
H]-epibatidiinin (2000 pM) syrjäytymistä ei puolestaan pystytty osoittamaan 0,001-
30 000 nM:n α-konotoksiini Vc1.1-pitoisuuksilla SH-EP1-hα7-solukalvopreparaateilla 
(Kuva 13B, keskiarvo ± SEM, n=3). Sovitettua [
3
H]-EPI:n spesifisitoutumisen tulokset 
yhden sitoutumispaikan malliin (IC50= 2,68 ± 2,87 nM ja Ki=1,24 nM), saatiin sadan 
prosentin molemmin puolin kulkeva lähes lineaarinen regressiosuora. α-CtxVc1.1:n 
aiheuttama [
3
H]-EPI:n maksimaalinen syrjäytyminen jäi siten käytännössä olemattomaksi 
(1,07 ± 0,96 %:a). 
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Kuva 13. A. [
3
H]-epibatidiinin syrjäytyminen α-konotoksiini Vc1.1:llä SH-SY5Y-soluilla. [3H]-
EPI:n (400 pM) syrjäytyminen mitattiin 0,001-30 000 nM:n α-CtxVc1.1-pitoisuuksilla. Saadut 
arvot [
3
H]-EPI:n spesifisitoutumisesta on esitetty kuvaajassa prosenttiosuutena 
kokonaissitoutumisesta (keskiarvo ± SEM, n=3). Epäspesifisitoutuminen määritettiin 1 mM:lla 
nikotiinilla. Tulokset on sovitettu kahden sitoutumispaikan epälineaariseen regressioon (P<0,001 
vertailtaessa kahden sitoutumispaikan mallia yhden paikan malliin) ja laskennalliseksi IC501-
arvoksi saatiin 0,91 ± 1,80 nM:a ja Ki1-arvoksi 0,37 nM:a sekä IC502-arvoksi 170178,0 ± 1,3 nM:a 
ja vastaavasti Ki2-arvoksi 6973,0 nM:a. [
3
H]-EPI:n maksimaalinen syrjäytyminen 30 000 nM:n α-
CtxVc1.1-konsentraatiolla oli 63,85 ± 12,10 %:a. B. [
3
H]-epibatidiinin syrjäytyminen α-
konotoksiini Vc1.1:llä SH-EP1-hα7-soluilla (keskiarvo ± SEM, n=3). [3H]-EPI:n (2000 pM) 
syrjäytyminen mitattiin 0,001-30 000 nM:n α-CtxVc1.1-pitoisuuksilla. Sovitettaessa tulokset yhden 
sitoutumispaikan malliin (IC50= 2,681 ± 2,87 nM ja Ki=1,24 nM), α-CtxVc1.1:n ei havaittu 
syrjäyttävän [
3
H]-epibatidiinia (maksimaalinen syrjäytyminen 1,07 ± 0,96 %:a). 
 
4.2.5 Weak-toksiini-inhibitio SH-SY5Y-solulinjalla 
 
Radioleimatun [
3
H]-epibatidiinin syrjäytymistä neuronaalisista nikotiinireseptoreista SH-
SY5Y-solukalvopreparaateilla ei saavutettu spesifisellä α7 nikotiinireseptorien 
antagonistilla. Tulokset 400 pM:n [
3
H]-EPI:n syrjäytymisestä 0,03-30 000 nM:n weak-
toksiinipitoisuuksilla on esitetty Kuvassa 14, jossa [
3
H]-EPI:n spesifisitoutuminen on 
ilmoitettu prosenttiosuutena kokonaissitoutumisesta (keskiarvo ± SEM, n=4). Sovitettuna 
tulokset yhden sitoutumispaikan epälineaariseen regressioon (IC50= 0,03 ± 4,40 nM ja 
Ki=0,01 nM), inhibitiokäyräksi saatiin lähes lineaarinen suora ja maksimaaliseksi 
syrjäytymiseksi 3,62 ± 0,45 %:a. [
3
H]-EPI:n vähäisellä syrjäytymisellä ei ole kuitenkaan 
käytännön merkitystä. 
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Kuva 14. [
3
H]-epibatidiinin syrjäytyminen weak-toksiinilla (WTX) SH-SY5Y-soluilla. [
3
H]-EPI:n 
(400 pM) syrjäytyminen mitattiin 0,03-30 000 nM:n WTX-pitoisuuksilla. Saadut arvot [
3
H]-EPI:n 
spesifisitoutumisesta on esitetty kuvaajassa prosenttiosuutena kokonaissitoutumisesta (keskiarvo ± 
SEM, n=4). Epäspesifisitoutuminen määritettiin 1 mM:lla nikotiinilla. Sovitettua tulokset yhden 
sitoutumispaikan epälineaariseen regressioon (IC50= 0,03 ± 4,40 nM ja Ki=0,01 nM), WTX:n ei 
havaittu syrjäyttävän [
3
H]-epibatidiinia (maksimaalinen syrjäytyminen 3,62 ± 0,45 %:a). 
 
4.2.6 α-Kobratoksiini-inhibitio SH-SY5Y-solulinjalla 
 
Tutkittaessa α-kobratoksiinin vaikutuksia neuronaalisiin nikotiinireseptoreihin SH-SY5Y-
solukalvopreparaateilla, α-CTX:n ei havaittu syrjäyttävän [3H]-epibatidiinia tutkittavalla 
ligandikonsentraatioalueella. [
3
H]-EPI:n (400 pM:n) spesifisitoutuminen mitattiin 0,001-
30 000 nM:n α-CTX-pitoisuuksilla ja saadut arvot on esitetty prosenttiosuutena [3H]-EPI:n 
kokonaissitoutumisesta kuvassa 15 (keskiarvo ± SEM, n=4). Sovitettuna tulokset yhden 
sitoutumispaikan epälineaariseen regressioon (IC50= 0,55 ± 1,25 nM ja Ki=0,23 nM), α-
CTX:n inhibitiokäyrä jäi 100 %:n sitoutuneen [
3
H]-EPI:n tasolle. 
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Kuva 15. [
3
H]-epibatidiinin syrjäytyminen α-kobratoksiinilla (α-CTX) SH-SY5Y-soluilla. [3H]-
EPI:n (400 pM) syrjäytyminen mitattiin 0,001-30 000 nM:n α-CTX-pitoisuuksilla. Saadut arvot 
[
3
H]-EPI:n spesifisitoutumisesta on esitetty kuvaajassa prosenttiosuutena kokonaissitoutumisesta 
(keskiarvo ± SEM, n=4). Epäspesifisitoutuminen määritettiin 1 mM:lla nikotiinilla. Sovitettua 
tulokset yhden sitoutumispaikan epälineaariseen regressioon (IC50= 0,55 ± 1,25 nM ja Ki=0,23 
nM), α-CTX:n ei havaittu syrjäyttävän [3H]-epibatidiinia. 
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4.2.7 Neurotoksiini II -inhibitio SH-SY5Y-solulinjalla 
 
[
3
H]-epibatidiinin syrjäytymistä neurotoksiini II:lla SH-SY5Y-solukalvopreparaateilla ei 
saavutettu tutkitulla ligandikonsentraatioalueella (Kuva 16). Syrjäytymisen sijaan [
3
H]-
EPI:n spesifisitoutuminen näytti kasvavan suuremmilla NTII-pitoisuuksilla.
 
[
3
H]-EPI:n 
(400 pM) syrjäytyminen mitattiin 0,03-10 000 NTII-pitoisuuksilla. Saadut arvot [
3
H]-EPI:n 
spesifisitoutumisesta on esitetty kuvaajassa prosenttiosuutena kokonaissitoutumisesta 
(keskiarvo ± SEM, n=4). Yhden sitoutumispaikan epälineaariseen regressioon sovitetuista 
tuloksista ei saatu määritettyä toksiinille IC50- eikä Ki-arvoja. 
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Kuva 16. [
3
H]-epibatidiinin syrjäytyminen neurotoksiiniII:lla SH-SY5Y-soluilla (n=4). [
3
H]-EPI:n 
(400 pM) syrjäytyminen mitattiin 0,03-10 000 NTII-pitoisuuksilla. Saadut arvot [
3
H]-EPI:n 
spesifisitoutumisesta on esitetty kuvaajassa prosenttiosuutena kokonaissitoutumisesta (keskiarvo ± 
SEM, n=4). Epäspesifisitoutuminen määritettiin 1 mM:lla nikotiinilla. Sovitettua tulokset yhden 
sitoutumispaikan epälineaariseen regressioon, neurotoksiiniII:n ei havaittu syrjäyttävän [
3
H]-
epibatidiinia (tuloksista ei onnistuttu määrittämään IC50- eikä Ki-arvoja). 
 
 
5 TULOSTEN TARKASTELU  
 
[
3
H]-epibatidiinin saturaatiokokeet tutkittavilla ligandikonsentraatioalueilla onnistuivat 
odotetusti molemmilla solulinjoilla. Kokeiden onnistumiseen vaikuttivat oleellisesti [
3
H]-
EPI:n saturaation saavuttaminen sekä totaalisitoutumisen ja epäspesifisitoutumisen suuri 
ero. Yhtenä merkittävimmistä syistä voidaan pitää myös [
3
H]-EPI:n lähes olematonta 
epäspesifisitoutumista muihin solukalvoproteiineihin tai koemateriaaleihin. 
Vastaavanlaisiin tuloksiin on päätynyt muun muassa Houghtling (1995) ja Marks (esim. 
1998) tutkimusryhmineen. Vähäinen epäspesifisitoutuminen osoittaa epibatidiinin 
taipumuksen leimata vain nikotiinireseptoreita, kun sitoutumispaikat estetään nAChR-
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agonistilla nikotiinilla (Houghtling ym. 1995). Eri koetulosten välillä suurta hajontaa 
aiheutti kuitenkin solukalvohomogenaateissa ilmenevät erot nikotiinireseptorien määrässä. 
Tästä syystä SH-EP1-hα7-solukalvopreparaateilla saatiin kaksi erilaista saturaatiokuvaajaa 
(Kuva 9 ja LIITE 1). Huomioitavaa oli myös se, että SH-SY5Y-soluilla saadut Bmax-arvot 
jäivät kymmenkertaisesti pienemmiksi kuin SH-EP1-hα7-soluilla. Erot solulinjan sisällä ja 
solulinjojen välillä selittynevät mahdollisesti eräkohtaisista eroista solujen 
jakautumisnopeudessa, kasvussa ja kyvyssä ilmentää tutkittavia solukalvoreseptoreita. 
 
[
3
H]-epibatidiinin saturaatiokokeista saaduista tuloksista keskeisin ero kahden tutkittavan 
solulinjan välillä oli kuitenkin [
3
H]-EPI:n spesifisitoutuminen kahteen sitoutumispaikkaan 
SH-SY5Y-solukalvopreparaateissa toisin kuin SH-EP1-hα7-solukalvopreparaateissa. [3H]-
epibatidiinin sitoutuminen ensimmäiseen paikkaan tapahtui erittäin korkealla affiniteetilla 
(KD= 9,51 pM) ja tämä nACh-reseptorialatyyppi edusti noin viidesosaa 
kokonaisreseptorimäärästä. [
3
H]-EPI:n sitoutuminen toiseen paikkaan johti noin 30-
kertaisesti matalampaan affiniteettiin (KD= 276,0 pM), mikä mahdollisesti viittaa eri 
nACh-reseptorialatyyppiin. Epipatidiinin kahdesta sitoutumispaikasta on saatu havaintoja 
aikaisemmissa tutkimuksissa. Esimerkiksi Houghtling tutkimusryhmineen (1995) on 
raportoinut tuloksista, joissa [
3
H]-epibatidiinin sitoutuminen rotan etuaivojen 
solukalvopreparaatteihin noudattaa paremmin kahden sitoutumispaikan mallia (KD= 15 pM 
ja 360 pM). Tutkimuksessa todettiin [
3
H]-EPI:n sitoutuvan kahteen eri paikkaan lisäksi 
ihmisen isoaivokuoren solukalvopreparaateissa (KD=0,3 pM (ekstrapoloitu) ja 28,4 pM). 
Myös toinen tutkimusryhmä osoitti [
3
H]-epibatidiinin sitoutuvan kahteen reseptoripaikkaan 
ihmisen ohimonpuoleisen aivokuoren P2-solukalvofraktioissa, missä [
3
H]-EPI:n 
affiniteettien välillä havaittiin 200-kertainen ero (KD= 0,013 nM ja 3,88 nM) (Marutle ym. 
1998). Marks kumppaneineen on puolestaan tutkinut laajasti [
3
H]-epibatidiinin 
monimuotoista sitoutumistaipumusta nACh-reseptoreihin hiirten aivosolupreparaateilla 
(Marks ym. 1998, 2006, 2007, 2010). [
3
H]-EPI:n saturaatiokokeissa korkean affiniteetin 
sitoutuminen havaittiin selkeästi jo pikomolaarisilla ligandipitoisuuksilla, vastaavasti 
matalan paikan vasta nanomolaarisilla pitoisuuksilla. Tarkentavien syrjäytymiskokeiden ja 
erinäisten poistogeenisten hiirikantojen perusteella tutkimusryhmä on tullut 
johtopäätökseen siitä, että [
3
H]-EPI:n sitoutuminen ilmentää selkeästi kaksijakoisuutta ja 
että korkean ja matalan affiniteetin paikat muodostuvat eri nAChR-alatyypeistä. [
3
H]-
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epibatidiinin sitoutumista kahteen paikkaan ei kuitenkaan havaittu SH-EP1-hα7-soluilla, 
mikä oli odotettua, koska solulinja ilmentää vain yhtä toiminnallista nACh-
reseptorialatyyppiä. SH-EP1-hα7-soluilla saatu [3H]-EPI:n sitoutumisaffiniteetti (KD= 1,7 
nM) oli selkeästi pienempi, mikä selittynee epibatidiinin taipumuksena aktivoida α7-
alatyyppejä vasta nanomolaarisilla pitoisuuksilla (Gerzanich ym. 1995). Toisaalta on myös 
tutkimustuloksia, joissa [
3
H]-EPI:n on havaittu leimaavan α7-alatyyppejä SH-EP1-hα7-
soluilla myös alhaisemmilla pitoisuuksilla (Peng ym. 2005). 
 
On olemassa erinäisiä viitteitä siitä, mihin reseptorialatyyppeihin epibatidiini sitoutuu SH-
SY5Y-soluissa. Epibatidiinin on osoitettu sitoutuvan korkealla affiniteetilla α4* (erityisesti 
α4β2) sekä α3* nAChR:n alatyyppeihin muun muassa nAChR-ekspressoiduissa Xenopus 
laevis -munasoluissa sekä M10- ja SH-SY5Y-neuroblastoomasoluissa (Gerzanich ym. 
1995; Warpman ym. 1998). Koska SH-SY5Y-solulinjan ei ole todettu ilmentävän α4-
alayksikköjä (Peng 1997), kumpikaan sitoutumispaikka ei voi muodostua α4β2-
alatyypeistä. SH-SY5Y-soluilla α3-alayksikön sisältävistä nikotiinireseptoreista voidaan 
kuitenkin erottaa kaksi eri ryhmää (Wang ym. 1996). Toisessa ryhmässä 
reseptorikombinaatiot muodostuvat β2 alayksiköistä (α3β2, α3α5β2, α3β2β4 ja α3α5β2β4). 
Toisessa kyseistä alayksikköä ei esiinny (α3β4 ja α3α5β4). Wang tutkimusryhmineen 
(1996) on havainnut [
3
H]-epibatidiinilla olevan suurempi affiniteetti β2 alayksikön 
sisältäviin α3 nACh-reseptoreihin verrattuna niihin, joissa alayksikköä ei ilmene. 
Affiniteettiero epibatidiinilla näiden alayksiköiden välillä oli noin 50-kertainen (KD =0,15 
nM ja 7,4 nM). Tässä työssä pienempi affiniteetti edusti samaa luokkaa kuin suurempi 
affiniteetti Wangin (1996) suorittamassa tutkimuksessa. Tämän perusteella voidaan 
mahdollisesti päätellä epibatidiinin toisen sitoutumispaikan (KD2) muodostuvan ainakin 
α3β2* sisältävistä nAChR-alatyypeistä kuten α3α5β2-, α3β2β4-, tai α3α5β2β4-
alatyypeistä. α5-alayksikön lisääminen reseptoriyhdistelmään ei ole havaittu aiheuttavan 
merkittävää muutosta epibatidiinin affiniteetissa (Wang ym. 1996). Sen sijaan epibatidiinin 
(+) isomeerin on havaittu sitoutuvan 50 kertaa suuremmalla affiniteetilla luonnollisesti 
ilmeneviin ihmisen α3 alayksikköä sisältäviin nACh-reseptoreihin SH-SY5Y-soluilla 
(Gerzanich ym. 1995). Näin ollen suuremman affiniteetin sitoutumispaikka (KD1) voinee 
selittyä epibatidiinin stereoselektiivisyyseroilla samoihin nACh-reseptorialatyyppeihin. 
Tässä työssä saaduissa tuloksissa [
3
H]-epibatidiinin affiniteettien välinen ero oli kuitenkin 
  
77 
 
ilmeinen, joten on myös mahdollista, että pienemmän affiniteetin sitoutumispaikka voinee 
muodostua myös α3β4* reseptorialatyypeistä tai α7 alatyypeistä. 
 
Radioaktiivisen [
3
H]-epibatidiinin syrjäytymistä neuronaalisista nikotiinireseptoreista SH-
SY5Y- ja SH-EP1-hα7-solukalvopreparaateilla tutkittiin aluksi hyvin tunnetuilla 
nAChR:en agonistilla ja antagonistilla. Sytisiini, joka on Leguminosae-lajin kasveista 
eristetty luonnon alkaloidi, onnistui syrjäyttämään [
3
H]-epibatidiinia molemmilla 
solulinjoilla lähes sataprosenttisesti (Taulukko 2). Samoja tuloksia saatiin myös 
suhteellisen selektiivisellä nACh-reseptorien salpaajalla metyylilykakonitiinilla. 
Molempien toksiinien osoitettiin sitoutuvan kahteen reseptorisitoutumispaikkaan SH-
SY5Y-solulinjalla. MLA:lla sitoutuminen oli noin 25 kertaa voimakkaampaan 
korkeamman affiniteetin sitoutumispaikkaan (Taulukko 2). Sen sijaan matalan 
sitoutumispaikan affiniteetissa oli noin 1,5-kertainen ero. Sytisiinin aiheuttama 
enimmäissyrjäytyminen oli kuitenkin hieman suurempi kuin MLA:lla. SH-EP1-hα7-
soluilla sytisiinin kilpailu [
3
H]-EPI:n sitoutumispaikasta α7 nikotiinireseptorialatyyppeihin 
oli kuitenkin selkeästi vähäisempää ja tuli esille vasta suuremmilla ligandipitoisuuksilla. 
MLA:n sitoutumisaffiniteetin havaittiin olevan lähes 60 kertaa suurempi kuin sytisiinin. 
Tulosten perusteella molemmat toksiinit näyttäisivät estävän pienillä ligandipitoisuuksilla 
spesifisti tiettyjä nAChR-populaatioita, mutta suuremmilla pitoisuuksilla niiden 
epäselektiivisyys näyttäisi merkittävästi kuitenkin kasvavan. 
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Taulukko 2. Yhteenveto tutkittavien toksiinien syrjäytymiskokeiden tuloksista. (Tähdellä 
merkityt tulokset on peräisin Talka ym. 2009). 
 
 
Sytisiini toimii agonistina homomeerisiin α7 nikotiinireseptoreihin, mutta toksiinin 
sitoutumisvoimakkuuden katsotaan olevan kuitenkin suurempaan heteromeerisiin nACh-
reseptoreihin (Houlihan ym. 2001). Vaikka sytisiinin on osoitettu sitoutuvan voimakkaasti 
α4β2-reseptorialatyyppeihin (Tasso ym. 2009), kaksi sitoutumispaikkaa SH-SY5Y-soluissa 
selittynee kuitenkin toksiinin kyvyllä sitoutua muihin nAChR-alatyyppeihin. Chavez-
Toksiini Sovitus 
Kokeiden 
määrä 
IC501 / 
IC502,  
nM ± SEM 
Ki1 / 
Ki2, 
nM 
Max 
inhibitio,  
% ± SEM 
Sytisiini 
 
 
SH-SY5Y 
 
Kaksi 
paikkaa 
(P<0,001) 
 
 
4 
 
1,98 ± 1,36 / 
2312,0 ± 0,6 
 
0,9 / 
943,9 
 
95,19 ± 1,50 
SH-EP1-hα7 
 
Yksi paikka 8 1456,00 ± 0,46 673,5 92,19 ± 1,95 
Metyylilykakonitiini 
 
 
SH-SY5Y 
 
Kaksi 
paikkaa 
(P<0,0001) 
 
8 
 
0,09 ± 0,56 / 
1515,0 ± 0,4 
 
0,04 / 
618,4 
 
89,42 ± 0,49 
SH-EP1-hα7 
 
Yksi paikka 8 26,04 ± 0,59 12,0 97,85 ± 1,08 
α-Konotoksiini MII 
 
 
SH-SY5Y 
 
Kaksi 
paikkaa 
(P<0,0001) 
 
6 
 
0,009 ± 0,830 / 
3003,0 ± 0,6 
 
0,004 / 
1226,0 
 
55,21 ± 2,43 
SH-EP1-hα7 
 
Yksi paikka 4 2158,0 ± 0,7 998,0 68,36 ± 4,43 
α-Konotoksiini Vc1.1 
 
 
SH-SY5Y 
Kaksi 
paikkaa 
(P<0,001) 
 
3 
 
0,91 ± 1,80 / 
170178,0 ± 1,3 
 
0,37 / 
6973,0 
 
63,85 ± 12,12 
SH-EP1-hα7 
 
Yksi paikka 3 2,68 ± 2,87 1,2 1,07 ± 0,96 
Weak-toksiini 
 
SH-SY5Y 
 
 
Yksi paikka 
 
 
4 
 
 
0,03 ± 4,40 
 
 
0,01 
 
 
3,62 ± 0,45 
SH-EP1-hα7 
 
Yksi paikka 4 3,31 ± 3,27 * 3,3 * 5,65 ± 0,80 * 
α-Kobratoksiini 
 
SH-SY5Y 
 
 
Yksi paikka 
 
 
4 
 
 
0,55 ± 1,25 
 
 
0,2 
 
 
0 
SH-EP1-hα7 
 
Yksi paikka 4 1,00 ± 1,03 * 1,0 * 38,11 ± 1,29 * 
Neurotoksiini II 
 
SH-SY5Y 
 
 
Yksi paikka 
 
 
4 - - - 
SH-EP1-hα7 
 
Ei määritetty 
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Noriega tutkimusryhmineen (1997) on osoittanut sytisiinin aktiivisuuden olevan suurempi 
β4 sisältäviin rekombinoituihin ihmisten nAChR-alatyyppeihin kuin β2 sisältäviin nACh-
alatyyppeihin. Myös Papke kumppaneineen (1993) on havainnut sytisiinin toimivan 
osittaisena agonistina β2* nACh-reseptoreihin ja täysagonistina β4* nACh-reseptoreihin.  
Näin ollen korkeamman affiniteetin sitoutumispaikka SH-SY5Y-soluilla koostunee 
ensisijaisesti α3β4* ja matalamman affiniteetin paikka mahdollisesti α3β2* nAChR-
alatyyppeistä. SH-EP1-hα7-soluilla saatujen tulosten perusteella, voidaan vahvistaa 
sytisiinin toimivan myös α7 alayksikköä sisältävien nACh-reseptoreiden ligandina.  
 
Tulokset metyylilykakonitiinin sitoutumisesta α7 alayksikköihin SH-EP1-hα7-soluilla 
olivat yhdenmukaiset aikaisempien tutkimusten kanssa. MLA:n on todettu sitoutuvan 
transfektoituihin homomeerisiin α7 nAChR-alatyyppeihin SH-EP1-hα7-soluissa ja 
Xenopus-munasoluissa jo pikomolaarisilla pitoisuuksilla (Palma ym. 1996; Peng ym. 1999, 
2005). Lisäksi Davies tutkimusryhmineen (1999) on havainnut MLA:n sitoutuvan suurella 
affiniteetilla α-bungarotoksiinille herkkiin nACh-reseptoreihin. Metyylilykakonitiinilla on 
kuitenkin osoitettu affiniteettia myös muihin nACh-reseptoreihin kuten α3β2* 
alatyyppeihin (Drasdo ym. 1992, Davies ym. 1999). Tämä voinee selittää MLA:n 
sitoutumisen kahteen reseptorialatyyppiin SH-SY5Y-solukalvopreparaateilla.  
 
Varsinaisten tutkittavien toksiinien osalta, [
3
H]-epibatidiinin syrjäytymiskokeiden tulokset 
olivat vaihtelevia. Tarkasteltaessa tuloksia [
3
H]-epibatidiinin syrjäytymisestä α-
konotoksiini MII:lla ja α-konotoksiini Vc1.1:llä SH-SY5Y-solulinjalla, havaittiin 
molempien toksiinien sitoutuvan kahteen reseptoripaikkaan. α-CtxMII:n sitoutuminen 
korkeamman affiniteetin sitoutumispaikkaan ilmeni jo alhaisilla pikomolaarisilla 
ligandipitoisuuksilla (Taulukko 2). Vastaavasti α-CtxVc1.1:llä korkeamman 
sitoutumispaikan affiniteetti oli lähes 100 kertaa pienempi. Molemmilla toksiineilla toinen 
sitoutumispaikka havaittiin vasta mikromolaarisella tasolla, mikä mahdollisesti tukee 
olettamusta siitä, että sitoutuminen tapahtuu eri nAChR-alatyyppiin. Antagonistien 
aikaansaama [
3
H]-EPI:n enimmäissyrjäytyminen suurimmalla ligandipitoisuudella jäi 
kuitenkin vain osittaiseksi. Tämä antanee vahvistusta sille, että toksiinit leimaavat spesifisti 
vain tiettyjä nAChR-alatyyppejä SH-SY5Y-soluissa. 
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Cartier tutkimusryhmineen (1996) on osoittanut α-CtxMII:n sitoutuvan nanomolaarisilla 
pitoisuuksilla erityisesti nACh-reseptoreiden α3β2 alatyyppeihin Xenopus-munasoluissa. 
Toksiinin voimakkuus sitoutua muihin reseptorikombinaatioihin on yli 200 kertaa 
pienempää (Harvey ym. 1997). Tämän jälkeen toksiinilla on osoitettu suurta affiniteettia 
myös α6* nAChR-alatyyppeihin (Kuryatov ym. 2000; Salminen ym. 2004). Työstä 
saatujen tulosten perusteella korkean affiniteetin sitoutumispaikka selittynee kuitenkin 
ensisijaisesti toksiinin affiniteetilla SH-SY5Y-solujen α3β2 nACh-reseptoreihin. 
Sitoutuminen matalan affiniteetin paikalle voinee puolestaan johtua toksiinin merkittävästi 
vähäisemmästä aktiivisuudesta α3β4 tai α7 alatyyppeihin (Cartier ym.1996).  
 
α-CtxVc1.1:n on todettu syrjäyttävän [3H]-epibatidiinia naudan lisämunuaisytimen 
kromaffiinisoluissa (Sandall ym. 2003). Kyseisessä tutkimuksessa Vc1.1 sitoutui kahteen 
reseptoripaikkaan nanomolaarisella (KD=2,3 nM) ja mikromolaarisella (KD=3,7 μM) 
affiniteetilla. Clark tutkimusryhmineen (2006) on havainnut α-CtxVc1.1:n sitoutuvan 
selektiivisesti Xenopus-munasoluissa ekspressoituihin perifeerisiin α3-alayksikön 
sisältäviin nACh-reseptoreihin mikromolaarisilla pitoisuuksilla. Toksiinin osoitettiin 
inhiboivan yhtä suurella voimakkuudella α3β2 sekä α3β4 alatyyppien kautta välittyviä 
asetyylikoliinilla aiheutettuja ionivirtauksia. Sen sijaan α-CtxVc1.1:n aktiivisuus α7 
alayksikköjä sisältäviin nACh-reseptoreihin oli huomattavasti heikompi. Toisin kuin α3β2-
alatyypissä, α5 alayksikön lisääminen α3β4-yhdistelmään, havaittiin vähentävän toksiinin 
sitoutumisvoimakkuutta yli viisinkertaisesti. Tässä tutkimuksessa SH-SY5Y-soluilla 
saadut tulokset korkeamman affiniteetin sitoutumispaikasta voinee selittyä α-CtxVc1.1:n 
sitoutumisella jompaankumpaan α3* alatyyppiin. Sen sijaan tulokset matalamman 
affiniteetin sitoutumisesta viittaa vahvasti eri nACh-reseptoreihin, mahdollisesti α3α5β4* 
tai α7 alatyyppeihin.  
 
SH-EP1-hα7-soluilla tehdyissä [3H]-epibatidiinin syrjäytymiskokeissa α-CtxMII:n aiheutti 
lähes yhtä suuren [
3
H]-EPI:n syrjäytymisen kuin SH-SY5Y-soluilla (Taulukko 2). 
Syrjäytyminen α-CtxMII:lla tapahtui vasta suurimmilla ligandikonsentraatioilla. α-
CtxMII:n sitoutumisaffiniteetti oli samansuuruinen SH-SY5Y-solukokeissa saadun 
matalan sitoutumispaikan affiniteetin kanssa. Tämä antaa viitteitä sille, että toinen 
sitoutumispaikka SH-SY5Y-solukalvopreparaateissa voinee muodostua α7 alayksikköä 
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sisältävistä nACh-reseptoreista, tosin tutkimustieto α-CtxMII:n affiniteettiarvoista α7 
nACh-reseptoreihin on kirjallisuudessa puutteellista. Elektrodijännitekokeissa Xenopus-
munasoluilla toksiinin on kuitenkin voitu osoittaa inhiboivan asetyylikoliinin vaikutuksia 
jossain määrin α7 nAChR -välitteisesti (Cartier ym. 1996). On myös mahdollista, että 
työssä käytetty synteettinen α-CtxMII sisälsi sellaisia epäpuhtauksia, jotka vastasivat 
ligandin sitoutumisesta SH-EP1-hα7-solukalvopreparaattien nACh-reseptoreihin. Vastaava 
[
3
H]-EPI:n inhibitiota SH-EP1-hα7-solujen α7 nACh-reseptoreissa ei tapahtunut 
kuitenkaan α-CtxVc1.1:llä. Tämä puolestaan eroaa Clark tutkimusryhmineen (2006) 
saamasta tuloksesta, jossa 10 μM α-CtxVc1.1:n havaittiin inhiboivan 
asetyylikoliinivälitteisiä ionivirtoja vähäisessä määrin myös α7 reseptorien kautta. 
Molempien toksiininen kohdalla tulosten suoraa vertailua muiden raportoimiin tuloksiin 
rajoittaa kuitenkin tutkimuksissa käytetyt eri menetelmät ja materiaalit. 
 
 
Tutkittaessa weak-toksiinin, α-kobratoksiinin ja neurotoksiini II:n sitoutumista 
neuronaalisiin nikotiinireseptoreihin SH-SY5Y-solukalvopreparaateilla, [
3
H]-epibatidiinin 
syrjäytymiskokeiden tulokset olivat yhteneväiset. Toksiinien ei havaittu kilpailevan 
samoista sitoutumispaikoista [
3
H]-EPI:n kanssa. Ainoastaan WTX:llä onnistuttiin 
havaitsemaan pientä syrjäytymistä, mutta tällä ei katsottu olevan käytännön merkitystä, 
koska suuremmilla ligandipitoisuuksilla yksittäiset mittapisteet [
3
H]-EPI:n 
spesifisitoutumisesta näyttivät ennemmin kasvavan kuin laskevan. Samanlaista 
vaihtelevuutta havaittiin myös α-CTX:llä ja NTII:lla. Ilmiöön saattoi mahdollisesti 
vaikuttaa solukalvohomogenaatin epätasainen jakautuminen koelevykuoppiin ja siten 
variaatio nACh-reseptorien määrissä. Syrjäytymiskokeet SH-SY5Y-soluilla vahvistavat 
kuitenkin yleistä käsitystä siitä, ettei WTX:llä, α-CTX:llä tai NTII:lla ole spesifistä 
affiniteettia ainakaan α3 sisältäviin nikotiinireseptorien alatyyppeihin. Koska NTII:n, α-
CTX:n ja WTX:n on osoitettu salpaavan spesifisti lihastyypin nACh-reseptoreita (Antil-
Delbeke ym. 2000; Servent ym. 2000; Utkin ym. 2001; Tsetlin ja Hucho 2004), tulokset eivät 
siltä osin ole yllättäviä. α-CTX:n on kuitenkin osoitettu sitoutuvan myös neuronaalisiin α7 
nACh-reseptoreihin (Antil-Delbeke ym. 2000; Servent ym. 2000). WTX:n tiedetään 
puolestaan leimaavan α7 alatyyppejä suhteellisen heikosti (Utkin ym. 2001). Tutkimuksissa 
käytetty pieni [
3
H]-EPI:n konsentraatio (400 pM) tai SH-SY5Y-solujen ilmentämä 
alhainen α7 nACh-reseptorien määrä ei mahdollisesti riitä osoittamaan kaikkia α7 
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alatyyppejä ja näin ollen WTX:n ja α-CTX:n kilpailua reseptorisitoutumisessa. Toisaalta 
[
3
H]-EPI:lla havaittu suuri affiniteetti myös α7 alatyyppeihin (Peng ym. 2005) voi selittää 
sen, miksi kilpailua ei havaittu SH-SY5Y-solukalvopreparaateilla. [
3
H]-epibatidiinin 
syrjäytymistä α-CTX:llä ja WTX:llä on tutkittu kuitenkin samalla menetelmällä SH-EP1-
hα7-solukalvopreparaateilla (Talka ym. 2009). Tuloksissa α-CTX:n havaittiin syrjäyttävän 
2000 pM:sta [
3
H]-EPI:a α7 nACh-reseptoreista (Taulukko 2). Tämä antaa vahvistusta sille, 
että toksiinilla on nanomolaarista affiniteettia lähinnä α7 nikotiinireseptorialatyyppien 
kanssa. WTX:n ei havaittu syrjäyttävän [
3
H]-EPI:a juurikaan, mikä puolestaan viittaa 
toksiinin heikkoon kykyyn ylipäänsä sitoutua neuronaalisiin nACh-reseptoreihin.  
 
Syrjäytyimiskokeiden tuloksista voidaan tiivistetysti esittää SH-SY5Y-solujen ilmentävän 
useita eri nACh-reseptorialatyyppejä, joiden osoittamisessa voidaan hyödyntää 
radioleimattua [
3
H]-epibatidiinia sekä sytisiiniä, metyylilykakonitiinia, α-konotoksiini 
MII:ta ja α-konotoksiini Vc1.1:tä. SH-EP1-hα7-solukalvopreparaattien havaittiin 
puolestaan ilmentävän vain yhtä reseptorityyppiä, jonka todentamiseen soveltuvat [
3
H]-
EPI:n lisäksi tunnetut α7 alatyyppeihin sitoutuvat ligandit kuten metyylilykakonitiini ja α-
kobratoksiini.  
 
 
6 YHTEENVETO 
 
Erikoistyön tarkoituksena oli selvittää Moskovassa syntetisoitujen α-konotoksiini MII:n, α-
konotoksiini Vc1.1:n, neurotoksiini II:n, α-kobratoksiinin ja weak-toksiinin sekä 
tunnettujen reseptoriligandien sytisiinin ja metyylilykakonitiinin sitoutumistaipumuksia 
SH-SY5Y- ja SH-EP1-hα7-neuroblastoomasoluissa ilmeneviin neuronaalisiin 
nikotiinireseptoreihin. Reseptorisitoutumiskokeet suoritettiin radioleimatulla [
3
H]-
epibatidiinilla. Menetelmän heikon toimivuuden vuoksi kokeita ei jatkettu [
3
H]-
metyylilykakonitiinilla. 
 
Onnistuneiden [
3
H]-epibatidiinin saturaatiokokeiden perusteella, voitiin todeta 
epibatidiinin soveltuvan osoittamaan neuronaalisia nikotiinireseptoreita tutkituilla 
solulinjoilla. Saturaatiokeissa [
3
H]-EPI:n osoitettiin lisäksi leimaavan kahta eri 
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sitoutumispaikkaa SH-SY5Y-soluilla, mikä puoltaa yhtenäistä näkemystä siitä, että 
epibatidiinin sitoutumisesta vastaavat reseptorityypit muodostuvat useista eri nAChR-
alatyypeistä. [
3
H]-EPI:n syrjäytymiskokeissa sytisiinin ja metyylilykakonitiinin havaittiin 
syrjäyttävän [
3
H]-EPI:a molemmilla solulinjoilla lähes sataprosenttisesti. Toksiinien 
osoitettiin sitoutuvan myös kahteen reseptorisitoutumispaikkaan SH-SY5Y-soluilla. 
Tulosten perusteella molemmat toksiinit näyttäisivät estävän pienillä ligandipitoisuuksilla 
spesifisti tiettyjä nAChR-populaatioita, mutta suuremmilla pitoisuuksilla niiden 
epäselektiivisyys näyttäisi puolestaan kasvavan.  
 
Myös α-konotoksiini MII:lla ja α-konotoksiini Vc1.1:llä tehdyissä [3H]-EPI:n 
syrjäytymiskokeissa SH-SY5Y-soluilla havaittiin molempien toksiinien sitoutuvan kahteen 
reseptoripaikkaan. Toksiinien matalan affiniteetin sitoutumispaikka erosi selkeästi korkean 
affiniteetin paikasta, mikä mahdollisesti tukee olettamusta siitä, että toksiinit sitoutuvat eri 
nAChR-alatyyppeihin. Koska antagonistien aikaansaama [
3
H]-EPI:n 
enimmäissyrjäytyminen suurimmalla ligandipitoisuudella jäi vain osittaiseksi, tulokset 
viittavat toksiinien taipumukseen leimata spesifisti vain tiettyjä nAChR- alatyyppejä SH-
SY5Y-soluissa. SH-EP1-hα7-soluilla tehdyissä [3H]-EPI:n syrjäytymiskokeissa α-
CtxMII:n aiheutti lähes yhtä suuren [
3
H]-EPI:n syrjäytymisen kuin SH-SY5Y-soluilla. α-
CtxMII:lla ei ole kuitenkaan osoitettu olevan merkittävää affiniteettia α7 nACh-
reseptoreihin. Vastaava [
3
H]-EPI:n inhibitiota SH-EP1-hα7-soluissa ei puolestaan havaittu 
α-CtxVc1.1:llä, mikä myös eroaa aikaisemmin raportoidusta tuloksesta. Tutkittaessa weak-
toksiinin, α-kobratoksiinin ja neurotoksiini II:n sitoutumista neuronaalisiin 
nikotiinireseptoreihin SH-SY5Y-soluilla, toksiinien ei havaittu kilpailevan samoista 
sitoutumispaikoista [
3
H]-EPI:n kanssa. Syrjäytymiskokeiden tulokset vahvistavat yleistä 
käsitystä siitä, ettei WTX:n, α-CTX:n tai NTII:n spesifinen sitoutuminen 
nikotiinireseptoreihin tapahdu ainakaan α3:a sisältäviin nAChR-alatyyppeihin. [3H]-EPI:n 
syrjäytymistä WTX:llä, α-CTX:llä ja NTII:lla on tutkittu kuitenkin SH-EP1α7-
solukokeilla, joissa erityisesti α-CTX:n on havaittu kilpailevan spesifisti α7 nACh-
reseptoriin sitoutumisessa. 
 
 
  
84 
 
7 KIITOKSET 
 
Haluan osoittaa kiitokseni professori Raimo Tuomiselle mahdollisuudesta suorittaa 
erikoistyöni Farmakologian ja toksikologian osastolle. Erityiskiitokset haluan esittää 
proviisori Reeta Talkalle ja dosentti Outi Salmiselle erinomaisesta ohjauksesta ja 
saamastani avusta erikoistyöni aikana. Haluan lisäksi kiittää Elina Ekokoskea 
solubiologisen kuva-analyysilaitteiston käytöstä sekä kokonaisuudessaan Farmakologian ja 
toksikologian osaston henkilökuntaa. 
  
85 
 
KIRJALLISUUSLUETTELO 
 
Albuquerque EX, Pereira EF, Alkondon M, Rogers SW: Mammalian nicotinic acetylcholine 
receptors: from structure to function. Physiol Rev 89:73-120, 2009 
 
Alkondon M and Albuquerque EX: Diversity of nicotinic acetylcholine receptors in rat 
hippocampal neurons. III. Agonist actions of the novel alkaloid epibatidine and analysis of type II 
current. J Pharmacol Exp Ther 274: 771-782, 1995 
 
Anand R, Peng X, Ballesta JJ, Lindstrom J: Pharmacological characterization of alpha-
bungarotoxin-sensitive acetylcholine receptors immunoisolated from chick retina: contrasting 
properties of alpha 7 and alpha 8 subunit-containing subtypes. Mol Pharmacol 44:1046-1050, 1993 
 
Antil-Delbeke S, Gaillard C, Tamiya T, Corringers PJ, Changeux JP, Servent D, Ménez A: 
Molecular determinants by which a long chain toxin from snake venom interacts with the neuronal 
alpha 7-nicotinic acetylcholine receptor. J Biol Chem 275:594-601, 2000 
 
Antil S, Servent D, Ménez A: Variability among the sites by which curaremimetic toxins bind to 
torpedo acetylcholine receptor, as revealed by identification of the functional residues of α-
cobratoxin. J Biol Chem 274:851-8, 1999 
 
Aubert I, Araujo DM, Cecyre D, Robitaille Y, Gauthier S, Quirion R: Comparative alterations of 
nicotinic and muscarinic binding sites in Alzheimer’s and Parkinson’s diseases. J Neurochem 
58:529-541, 1992 
 
Auld DS, Kornecook TJ, Bastianetto S, Quirion R: Alzheimer's disease and the basal forebrain 
cholinergic system: relations to β-amyloid peptides, cognition, and treatment strategies. Prog 
Neurobiol 68:209-45, 2002 
 
Badio B, Daly JW: Epibatidine, a potent analgetic and nicotinic agonist. Mol Pharmacol 45:563-
569, 1994 
 
Bannon AW, Decker MW, Curzon P, Buckley MJ, Kim DJ, Radek RJ, Lynch JK, Wasicak JT, Lin 
NH, Arnold WH, Holladay MW, Williams M, Arneric SP: ABT-594 [(R)-5-(2-azetidinylmethoxy)-
2-chloropyridine]: a novel, orally effective antinociceptive agent acting via neuronal nicotinic 
acetylcholine receptors: II. In vivo characterization. J Pharmacol Exp Ther 285:787-794, 1998 
 
Barik J, Wonnacott S: Molecular and cellular mechanisms of action of nicotine in the CNS. 
Kirjassa: “Nicotine Psychopharmacology”, Handbook of Experimental Pharmacology 192: 83-111, 
2009 
 
Biedler JL, Helson L, Spengler BA: Morphology and growth, tumorigenicity, and cytogenetics of 
human neuroblastoma cells in continuous culture. Cancer Res 33:2643-2652, 1973 
 
Bigott-Hennkens HM, Dannoon S, Lewis MR, Jurrison SS: In vitro receptor binding assays: 
general methods and considerations. Q J Nucl Med Mol Imaging 52:245-253, 2008 
 
Bohr IJ, Ray MA, McIntosh JM, Chalon S, Guilloteau D, McKeith IG, Perry RH, Clementi F, 
Perry EK, Court JA, Piggot MA: Cholinergic nicotinic receptor involvement in movement 
disorders associated with Lewy body diseases. An autoradiography study using [
125I]α-
conotoxinMII in the striatum and thalamus. Exp Neurol 191:292–300, 2005 
 
  
86 
 
Bordia T, Grady SR, McIntosh JM, Quik M: Nigrostriatal damage preferentially decreases a 
subpopulation of α6β2* nAChRs in mouse, monkey and Parkinson’s disease striatum. Mol 
Pharmacol 72:52-61, 2007 
 
Bourne Y, Talley TT, Hansen SB, Taylor P, Marchot P: Crystal structure of a Cbtx-AChBP 
complex reveals essential interactions between snake alpha-neurotoxins and nicotinic receptors. 
EMBO J 24:1512-1522, 2005 
 
Bradford MM: A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities of protein 
utilizing the principle of protein-dye binding. Anal Biochem 72:248-254, 1976 
 
Brejc K, van Dijk WJ, Klaassen RV, Schuurmans M, van Der Oost J, Smit AB, Sixma TK: Crystal 
structure of an ACh-binding protein reveals the ligand-binding domain of nicotinic receptors. 
Nature 411: 269–276, 2001 
 
Bruns RF, Lawson-Wendling K, Pugsley TA: A rapid filtration assay for soluble receptors using 
polyethylenimine-treated filters. Anal Biochem 132:74-81, 1983 
 
Buisson B, Bertrand D: Chronic exposure to nicotine upregulates the human α4β2 nicotinic 
acetylcholine receptor function. J Neurosci 21:1819-1829, 2001 
 
Callaghan B, Haythornthwaite A, Berecki G, Clark RJ, Craik DJ, Adams DJ: Analgesic alpha-
conotoxins Vc1.1 and Rg1A inhibit N-type calcium channels in rat sensory neurons via GABAB 
receptor activation. J Neurosci 28:10943-10951, 2008 
 
Cartier GE, Yoshikami D, Gray WR, Luo S, Olivera BM, McIntosh JM: A new α-conotoxin which 
targets α3β2 nicotinic acetylcholine receptors. J Biol Chem 271:7522–7528, 1996 
 
Champtiaux N, Gotti C, Cordero-Erausquin M, David DJ, Przybylski C, Léna C, Clementi F, 
Moretti M, Rossi FM, Le Novère N, McIntosh JM, Gardier AM, Changeux JP: Subunit 
composition of functional nicotinic receptors in dopaminergic neurons investigated with knock-out 
mice. J Neurosci 23:7820-7829, 2003 
 
Champtiaux N, Han ZY, Bessis A, Rossi FM, Zoli M, Marubio L, McIntosh JM, Changeux JP: 
Distribution and pharmacology of α6-containing nicotinic acetylcholine receptors analyzed with 
mutant mice. J Neurosci 22:1208-1217, 2002 
 
Changeux J-P, Kasai M, Lee C-Y: Use of snake venom toxin to characterize the cholinergic 
receptor protein. Proc Natl Acad Sci 67:1241-1247, 1970 
 
Chavez-Noriega LE, Crona JH, Washburn MS, Urrutia A, Elliott KJ, Johnson EC: Pharmacological 
characterization of recombinant human neuronal nicotinic acetylcholine receptors hα2β2, hα2β4, 
hα3β2, hα3β4, hα4β2, hα4β4 and hα7 expressed in Xenopus oocytes. J Pharmacol Exp Ther 
280:346-356, 1997 
 
Cheng Y, Prusoff WH: Relationship between the inhibition constant (K1) and the concentration of 
inhibitor which causes 50 per cent inhibition (I50) of an enzymatic reaction. Biochem Pharmacol 
22:3099-3108, 1973 
 
Chiappinelli VA, Weaver WR, McLane KE, Conti-Fine BM, Fiordalisi JJ, Grant GA: Binding of 
native k-neurotoxins and site-directed mutants to nicotinic acetylcholine receptors. Toxicon 
34:1243-1256, 1996 
 
  
87 
 
Clark RJ, Fischer H, Nevin ST, Adams DJ, Craik DJ: The synthesis, structural characterization, and 
receptor specificity of the α-conotoxin Vc1.1. J Biol Chem 281:23254-23263, 2006 
 
Clarke PBS, Schwartz RD, Paul SM, Pert CB, Pert A: Nicotinic binding in rat brain: 
autoradiographic comparison of [
3
H]acetylcholine, [
3
H]nicotine and [
3
H]-a-bungarotoxin. J 
Neurosci 5:1307-1315, 1985 
 
Collins AC, Salminen O, Marks MJ, Whiteaker P, Grady SR: The road to discovery of  
neuronal nicotinic cholinergic receptor subtypes. Kirjassa: “Nicotine Psychopharmacology”, 
Handbook of Experimental Pharmacology 192: 83-111, 2009 
 
Court JA, Ballard CG, Piggott MA, Johnson M, O’Brien JT, Holmes C, Cairns N, Lantos P, Perry 
RH, Jaros E, Perry EK: Visual hallucinations are associated with lower abungarotoxin binding in 
dementia with Lewy bodies. Pharmacol Biochem Behavior 70:571-579, 2001 
 
Cruz LJ, Gray WR, Olivera BM: Purification and properties of a myotoxin from Conus geographus 
venom. Arch Biochem Biophys 190:539–548, 1978 
 
Daly JW, Tokuyama T, Fujiwara T, Highet RJ, Karle IL: A new class of indolizidine alkaloids 
from the poison frog, Dendrobates tricolor. X-ray analysis of 8-hydroxy-8-methyl-6- 
(2'-methylhexylidene)-1-azabicyclo[4.3.0]nonane. J Am Chem Sac 102:830-836, 1980 
 
Dani JA, Bertrand D: Nicotinic acetylcholine receptors and nicotinic cholinergic mechanisms of 
the central nervous system. Annu Rev Pharmacol Toxicol 47:699-729, 2007 
 
David P, Nordberg A: Neuronal nicotinic receptors in the human brain. Prog Neurobiol 61:75-111, 
2000 
 
Davies ARL, Hardick DJ, Blagbrough IS, Potter BVL, Wolstenholme AJ, Wonnacott S: 
Characterisation of the binding of [
3
H]-methyllycaconitine: a new radioligand for labeling α7-type 
neuronal nicotinic acetylcholine receptors. Neuropharmacology 38:679-690, 1999 
 
Dowell C, Olivera BM, Garrett JE, Staheli ST, Watkins M, Kuryatov A, Yoshikami D, Lindstrom 
JM, McIntosh JM: α-Conotoxin PIA is selective for α6 subunit-containing nicotinic acetylcholine 
receptors. J Neurosci 23:8445-8452, 2003 
 
Drasdo A, Caulfield M, Bertrand D, Bertrand S, Wonnacott S: Tiivistelmä: Methyllycaconitine: A 
novel nicotinic antagonist. Mol Cell Neurosci 3:237-243, 1992 
 
Dutertre S, Nickey A, Tyndall JDA, Lewis RJ: Determination of a-conotoxin binding modes on 
neuronal nicotinic acetylcholine receptors. J Mol Recognit; 17:339-347, 2004 
 
Dutton JL, Craik DJ: α-Conotoxins: nicotinic acetylcholine receptor antagonists as 
pharmacological tools and potential drug leads. Curr Med Chem 8:327-344, 2001 
 
Eaker DL, Porath J: The Amino Acid Sequence of a Neurotoxin from Naja nigricollis Venom. 
Japan J Microbiol 11: 353-355, 1967 
 
Elgoyhen AB, Vetter DE, Katz E, Rothlin CV, Heinemann SF, Boulter J: α10: a determinant of 
nicotinic cholinergic receptor function in mammalian vestibular and cochlear mechanosensory hair 
cells. Proc Natl Acad Sci 98:3501-3506, 2001 
 
  
88 
 
Ellison M, Feng ZP, Park AJ, Zhang X, Olivera BM, McIntosh JM, Norton RS: Alpha-RgIA, a 
novel conotoxin that blocks the α9α10 nAChR: structure and identification of key receptor- binding 
residues. J Mol Biol 377:1216-1227, 2008 
 
Ellison M, Haberlandt C, Gomez-Casati ME, Watkins M, Elgoyhen AB, McIntosh JM, Olivera 
BM: α-RgIA: a novel conotoxin that specifically and potently blocks the alpha9alpha10 nAChR. 
Biochem 45:1511-1517, 2006 
 
Ellison M, McIntosh JM, Olivera BM: α-Conotoxins ImI and ImII -similar a7 nicotinic receptor 
antagonists act at different sites. J Biol Chem 278:757-764, 2003 
 
Everhart D, Cartier E, Malhotra A, Gomes AV, McIntosh JM, Luetje CW: Determinants of potency 
on α-Conotoxin MII, a peptide antagonist of neuronal nicotinic receptors. Biochem 43:2732-2737, 
2004 
 
Fambrough DM, Hartzell HC: Acetylcholine receptors: number and distribution at neuromuscular 
junctions in rat diaphragm. Science 176:189–191, 1972 
 
Ferreira M, Ebert SN, Perry DC, Yasuda RP, Baker CM, Dávila-García MI, Kellar KJ, Gillis RA: 
Evidence of a functional α7-neuronal nicotinic receptor subtype located on motoneurons of the 
dorsal motor nucleus of the vagus. J Pharmacol Exp Ther 296:260-269, 2001 
 
Flores CM, Rogers SW, Pabreza LA, Wolfe BB, Kellar KJ: A subtype of nicotinic cholinergic 
receptor in rat brain is composed of α4 and β2 subunits and is up-regulated by chronic nicotine 
treatment. Mol Pharmacol 41:31-37, 1992 
 
Fruchart-Gaillard C, Gilquin B, Antil-Delbeke S, Le Novére, Tamiya T, 
Corringer PJ, Changeux JP, Ménez A, Servent D: Experimentally based model of a complex 
between a snake toxin and the α7 nicotinic receptor. PNAS 99:3216-3221, 2002 
 
Gerzanich V, Peng X, Wang F, Wells G, Anand R, Fletcher S, Lindström J: Comparative 
pharmacology of epibatidine: a potent agonist for neuronal nicotinic acetylcholine receptors. 
Mol Pharmacol 48: 774-82, 1995 
 
Grady SR, Moretti M, Zoli M, Marks MJ, Zanardi A, Pucci, Clementi F, Gotti: Rodent habenulo–
interpeduncular pathway expresses a large variety of uncommon nAChR subtypes, but only the 
α3β4 and α3β3β4 subtypes mediate acetylcholine release. J Neurosci 29:2272-2282, 2009 
 
Grady SR, Murphy KL, Cao J, Marks MJ, McIntosh JM, and Collins AC: Characterization of 
nicotinic agonist-induced [
3
H]dopamine release from synaptosomes prepared from four mouse 
brain regions. J Pharmacol Exp Ther 301:651-660, 2002 
 
Grant GA, Luetje CW, Summers R, Xu XL: Differential roles for disulfide bonds in the structural 
integrity and biological activity of κ-bungarotoxin, a neuronal nicotinic acetylcholine receptor 
antagonist. Biochem 37:12166-12171, 1998 
 
Gotti C, Moretti M, Bohr I, Ziabreva I, Vailati S, Longhi R, Riganti L, Gaimarri A, McKeith IG, 
Perry RH, Aarsland D, Larsen JP, Sher E, Beattie R, Clementi F, Court JA: Selective nicotinic 
acetylcholine receptor subunit deficits identified in Alzheimer's disease, Parkinson's disease and 
dementia with Lewy bodies by immunoprecipitation. Neurobiol Dis 23:481-489, 2006a 
 
Gotti C, Zoli M, Clementi F: Brain nicotinic acetylcholine receptors: native subtypes and their 
relevance. Trends Pharmacol Sci 27:482-491, 2006b 
  
89 
 
Guan Z-Z, Zhang X, Ravid R, Nordberg A: Decreased protein levels of nicotinic receptor subunits 
in the hippocampus and temporal cortex of patients with Alzheimer’s Disease. J Neurochem 
74:237-243, 2000 
 
Halvorsen SW, Berg DK: Identification of a nicotinic acetylcholine receptor on neurons using an α-
neurotoxin that blocks receptor function. J Neurosci 6:3405-341, 1986 
 
Han TS, Teichert RW, Olivera BM, Bulaj G: Conus venoms - a rich source of peptide-based 
therapeutics. Curr Pharm Des 14:2462-2479, 2008 
 
Harvey SC, McIntosh MJ, Cartier EG, Maddox FN, Luetje CW: Determinants of specificity for α-
conotoxin MII on α3β2 neuronal nicotinic receptors. Mol Pharmacol 51:336-342, 1997 
 
Herber DL, Severance EG, Cuevas J, Morgan D, Gordon MN: Biochemical and histochemical 
evidence of nonspecific binding of α7nAChR antibodies to mouse brain tissue. J Histochem 
Cytochem 52:1367-1376, 2004 
 
Houghtling RA, Dávila-García MI, Kellar KJ: Characterization of (±)-[
3
H] epibatidine binding to 
nicotinic cholinergic receptors in rat human brain. Mol Pharmacol 48:280-287, 1995 
 
Houlihan LM, Slater Y, Guerra DL, Peng JH, Kuo YP, Lukas RJ, Cassels BK, Bermudez I: 
Activity of cytisine and its brominated isosteres on recombinant human α7, α4β2 and α4β4 
nicotinic acetylcholine receptors. J Neurochem 78:1029-1043, 2001 
 
Hogg RC, Hopping G, Alewood PF, Adams DJ, Bertrand D: α-Conotoxin PnIA and [A10L]PnIA 
stabilize different states of the α7-L247T nicotinic acetylcholine receptor. J Biol Chem 278:26908–
26914, 2003 
 
Hyttel J, Receptor pharmacology. Its use in neuroleptic research. Acta Psychiat Belg 87: 535-551, 
1987 
 
Innocent N, Livingstone PD, Hone A, Kimura A, Young T, Whiteaker P, McIntosh JM, Wonnacott 
S: Alpha-conotoxin Arenatus IB[V11L,V16D] is a potent and selective antagonist at rat and human 
native alpha7 nicotinic acetylcholine receptors. J Pharmacol Exp Ther 327:529-37, 2008 
 
Jensen AA, Frølund B, Liljefors B, Krogsgaard-Larsen P: Neuronal nicotinic acetylcholine 
receptors: structural revelations, target identifications, and therapeutic inspirations. J Med Chem 
48: 4705-4745, 2005  
 
Johnson DS, Martinez J, Elgoyhen AB, Heinemann SF, Mcintosh JM: α-Conotoxin Im(I) exhibits 
subtype-specific nicotinic acetylcholine-receptor blockade – preferential inhibition of homomeric 
a7 and a9 receptors. Mol Pharmacol 48:194-199, 1995 
 
Kaiser SA, Soliakov L, Harvey SC, Luetje CW, and Wonnacott S: Differential inhibition by α-
conotoxin-MII of the nicotinic stimulation of [
3
H]dopamine release from rat striatal synaptosomes 
and slices. J Neurochem 70:1069-107, 1998 
 
Kalamida D, Poulas K, Avramopoulou V, Fostieri E, Lagoumintzis G, Lazaridis K, Sideri A, 
Zouridakis M, Tzartos SJ: Muscle and neuronal nicotinic acetylcholine receptors. Structure, 
function and pathogenicity. FEBS J 274:3799-3845, 2007 
 
Karlsson E: Chemistry of protein toxins in snake venoms. Kirjassa Snake Venom, Handbook of 
Experimental Pharmacology, Vol 52, ss.159, Toim Chen-Yuan Lee, Springer-Verlag Berlin 1979 
  
90 
 
 
Kawai H, Berg DK: Nicotinic acetylcholine receptors containing α7 subunits on rat cortical 
neurons do not undergo long-lasting inactivation even when up-regulated by chronic nicotine 
exposure. J Neurochem 78:1367-1378, 2001 
 
Kawai H, Lazar R, Metherate R: Nicotinic control of axon excitability regulates thalamocortical 
transmission. Nat Neurosci 10:1168-75, 2007 
 
Keyser KT, Britto LR, Schoepfer R, Whiting P, Cooper J, Conroy W, Brozozowska-Prechtl A, 
Karten HJ, Lindstrom J: Three subtypes of alpha-bungarotoxin-sensitive nicotinic acetylcholine 
receptors are expressed in chick retina. J Neurosci 13: 442-454, 1993 
 
Kulak JM, Nguyen TA, Olivera BM, and McIntosh JM: α-Conotoxin MII blocks nicotine-
stimulated dopamine release in rat striatal synaptosomes. J Neurosci 17:5263-5270, 1997 
 
Kulak J. M., McIntosh J. M. and Quik M:  Loss of nicotinic receptors in monkey striatum after 1-
methyl-4-phenyl-1,2,3,6- tetrahydropyridine treatment is due to a decline in a-conotoxin MII sites. 
Mol Pharmacol 61:230–238, 2002 
 
Kuryatov A, Olale F, Cooper J, Choi C, and Lindstrom J: Human α6 AchR subtypes: subunit 
composition, assembly and pharmacological responses. Neuropharmacology 39:2570-2590, 2000 
 
Lai A, Parameswaran N, Khwaja M, Whiteaker P, Lindstrom JM, Fan H, McIntosh JM, Grady SR, 
Quik M: Long-term nicotine treatment decreases striatal α6* nicotinic acetylcholine receptor sites 
and function in mice. Mol Pharmacol 67:1639-1647, 2005 
 
Lang PM, Burgstahler R, Sippel W, Irnich D. Schlotter-Weigel B, Grafe P: Characterization of 
neuronal nicotinic acetylcholine receptors in the membrane of unmyelinated human C-fiber axons 
by in vitro studies. J Neurophysiol 90:3295-3303, 2003 
 
Lang PM, Burgstahler R, Haberberger RV, Sippel W, Grafe P: A conus peptide blocks nicotinic 
receptors of unmyelinated axons in human nerves. Neuroreport 16:479-483, 2005 
 
Lange W, Henke H. Cholinergic receptor binding and autoradiography in brains of non-
neurological and senile dementia of Alzheimertype patients. Brain Res 267:271-280, 1983 
 
Larréché S, Mion G, Clapson P, Debien B, Wybrecht D, Goyffon M: Neurotoxins from snake 
venom. Ann Fr Anesth Reanim 27:310-316, 2008 
 
Laviolette SR, van der Kooy D: The neurobiology of nicotine addiction: bridging the gap from 
molecules to behaviour. Nature Rev Neurosci 5: 55-65, 2004 
 
Liu Q-S, Kawai H ja Berg DK: β-Amyloid peptide blocks the response of α7-containing nicotinic 
receptors on hippocampal neurons. Proc Natl Acad Sci 98:4734-4739, 2001 
 
Liu Q, Wu J: Neuronal nicotinic acetylcholine receptors serve as sensitive targets that mediate β-
amyloid neurotoxicity. Acta Pharmacol Sin 27:1277-1286, 2006 
 
Livett BG, Sandall DW, Keays D, Down J, Gayler KR, Satkunanathan N, Khalil Z: Therapeutic 
applications of conotoxins that target the neuronal nicotinic Acetylcholine receptor. Toxicon 
48:810-829, 2006 
 
  
91 
 
López-Vera E, Aguilar MB, Schiavon E, Marinzi C, Ortiz E, Restano Cassulini R, Batista CVF, 
Possani LD, Heimer de la Cotera EP, Peri F, Becerril, Wanke E: Novel α-conotoxins from Conus 
spurius and the α-conotoxin EI share high-affinity potentiation and low-affinity inhibition of 
nicotinic acetylcholine receptors. FEBS J 274:3972-3985, 2007 
 
Loughnan M, Bond T, Atkins A, Cuevas J, Adams DJ, Broxton NM, Livett BG, Down JG, Jones 
A, Alewood PF, Lewis RJ: α-Conotoxin EpI, a novel sulfated peptide from Conus episcopatus that 
selectively targets neuronal nicotinic acetylcholine receptors. J Biol Chem 273:15667-15674, 1998 
 
Loughnan ML, Nicke A, Jones A, Adams DJ, Alewood PF, Lewis RJ: Chemical and functional 
identification and characterization of novel sulfated a-conotoxins from the cone snail Conus 
anemone. J Med Chem, 47:1234-1241, 2004 
 
Luetje CW, Maddox FN, Harvey SC: Glycosylation within the cysteine loop and six residues near 
conserved Cys192/Cys193 are determinants of neuronal bungarotoxin sensitivity on the neuronal 
nicotinic receptor α3 subunit. Mol Pharmacol 53:1112-1119, 1998 
 
Lukas RJ, Changeux JP, Le Novère N, Albuquerque EX, Balfour DJ, Berg DK, Bertrand D, 
Chiappinelli VA, Clarke PB, Collins AC, Dani JA, Grady SR, Kellar KJ, Lindstrom JM, Marks 
MJ, Quik M, Taylor PW, Wonnacott S: International Union of Pharmacology. XX. Current status 
of the nomenclature for nicotinic acetylcholine receptors and their subunits. Pharmacol Rev 
51:397-401, 1999 
 
Lukas RJ, Norman SA, Lucero L: Characterization of nicotinic acetylcholine receptors expressed 
by cells of the SH-SY5Y human neuroblastoma clonal line. Mol Cell Neurosci 4:1-12, 1993 
 
Luo SQ, Kulak JM, Cartier GE, Jacobsen RB, Yoshikami D, Olivera BM, McIntosh JM: α-
Conotoxin AuIB selectively blocks α3β4 nicotinic acetylcholine receptors and nicotine-evoked 
norepinephrine release. J Neurosci 18:8571-8579, 1998 
 
Luo S, Nguyen TA, Cartier GE, Olivera BM, Yoshikami D, McIntosh JM: Single-residue alteration 
in alpha-conotoxin PnIA switches its nAChR subtype selectivity. Biochemistry 
38:14542-14548, 1999 
 
Macallan DR, Lunt GG, Wonnacott S, Swanson KL, Rapoport H, Albuquerque EX: 
Methyllycaconitine and (+)-anatoxin-a differentiate between nicotinic receptors in vertebrate and 
invertebrate nervous systems. FEBS Lett  Jan 226:357-63, 1988 
 
Malany S, Osaka H, Sine SM, Taylor P: Orientation of α-neurotoxin at the subunit interfaces of the 
nicotinic Acetylcholine receptor. Biochem 39:15388-15398, 2000 
 
Marks MJ, Smith KW, Collins AC: Differential agonist inhibition identifies multiple epibatidine 
binding sites in mouse brain. J Pharmacol Exp Ther 285:377-386, 1998 
 
Marks MJ, Whiteaker P, Collins AC: Deletion of the α7, β2 or β4 nicotinic receptor subunit genes 
identifies highly expressed subtypes with relatively low affinity for [
3
H]epibatidine. Mol 
Pharmacol 70:947-959, 2006 
 
Marks MJ, Meinerz NM, Drago J, Collins AC: Gene targeting demonstrates that α4 nicotinic 
Acetylcholine receptor subunits contribute to the expression of diverse [
3
H] epibatidine binding 
sites and components of biphasic 
86
Rb+ efflux with high and low sensitivity to stimulation by 
acetylcholine. Neuropharmacology 53, 390-405, 2007 
 
  
92 
 
Marks MJ, Laverty DS, Whiteaker P, Salminen O, Grady SR, McIntosh JM, Collins AC: John 
Daly’s compound, epibatidine, facilitates identification of nicotinic receptor subtypes. J Mol 
Neurosci, 40:96-104, 2010 
 
Martin-Ruiz CM, Court JA, Molnar E, Lee M, Gotti C, Mamalaki A, Tsouloufis T, Tzartos S, 
Ballard C, Perry RH, Perry EK: α4 but not α3 and α7 nicotinic acetylcholine receptor subunits are 
lost from the temporal cortex in Alzheimer’s disease. J Neurochem 73:1635-1640, 1999 
 
Marutle A, Warpman U, Bogdanovic N, Nordberg A: Regional distribution of subtypes of nicotinic 
receptors in human brain and effect of aging studied by (±)-[
3
H]epibatidine. Brain Res 801:143-
149, 1998 
 
Mattson MP: Pathways towards and away from Alzheimer’s disease. Nature 430:631-639, 2004 
 
McCallum SE, Parameswaran N, Bordia T, Fan H, Tyndale RF, Langston JW, McIntosh JM, Quik 
M: Increases in α4* but not α3*/α6* nicotinic receptor sites and function in the primate striatum 
following chronic oral nicotine treatment. J Neurochem 96:1028-1041, 2006a 
 
McCallum SE, Parameswaran N, Bordia T, Fan H, McIntosh JM, Quik M: Differential regulation 
of mesolimbic α3/α6β2 and α4β2 nicotinic acetylcholine receptor sites and function after long-term 
oral nicotine to monkeys. J Pharmacol Exp Ther 318:381-388, 2006b 
 
McCallum SE, Parameswaran N, Bordia T, McIntosh JM, Grady SR, Quik M: Decrease in α3*/α6* 
nicotinic receptors but not nicotine-evoked dopamine release in monkey brain after nigrostriatal 
damage. Mol Pharmacol 68:737-746, 2005 
 
McIntosh JM, Azam L, Staheli S, Dowell C, Lindstrom JM, Kuryatov A, Garrett JE, Marks MJ, 
Whiteaker P: Analogs of α-conotoxin MII are selective for α6-containing nicotinic acetylcholine 
receptors. Mol Pharmacol 65:944-952, 2004 
 
McKeith IG, Galasko D, Kosaka K, Perry EK,. Dickson DW, Hansen LA, Salmon DP, Lowe J, 
Mirra SS, Byrne EJ, Lennox G, Quinn NP, Edwardson JA, Ince PG, Bergeron C, Burns A, Miller 
BL, Lovestone S, Collerton D, Jansen ENH, Ballard CG, de Vos RAI, Wilcock GK, Jellinger KA, 
Perry RH: Consensus guidelines for the clinical and pathologic diagnosis of dementia with Lewy 
bodies (DLB): report of the consortium on DLB international workshop. Neurology 47:1113-1124, 
1996 
 
McLane KE, Tang F, Conti-Tronconi BM: Localization of sequence segments forming a kappa-
bungarotoxin-binding site on the alpha 3 neuronal nicotinic receptor. J Biol Chem 265:1537-1544, 
1990 
 
Meyer MD, Decker MW, Rueter LE, Anderson DJ, Dart MJ, Kim KH, Sullivan JP, Williams M: 
The identification of novel structural compound classes exhibiting high affinity for neuronal 
nicotinic acetylcholine receptors and analgesic efficacy in preclinical models of pain. Eur J 
Pharmacol 393:171-177, 2000 
 
Mordvintsev DY, Polyak YL, Levtsova OV, Tourleigh YV, Kasheverov IE, Shaitan KV, Utkin 
YN, Tsetlin VI: A model for short α-neurotoxin bound to nicotinic acetylcholine receptor from 
Torpedo californica: Comparison with long-chain α-neurotoxins and α-conotoxins. Comput Biol 
Chem 29:398-411, 2005 
 
 
 
  
93 
 
Moser N, Mechawar N, Jones I, Gochberg-Sarver A, Orr-Urtreger A, Plomann M, Salas R, Molles 
B, Marubio L, Roth U, Maskos U, Winzer-Serhan U, Bourgeois J-P, Le Sourd A-M, De Biasi M, 
Schröder H, Lindstrom J, Maelicke A, Changeux JP, Wevers A: Evaluating the suitability of 
nicotinic acetylcholine receptor antibodies for standard immunodetection procedures. J Neurochem 
102:479-492, 2007 
 
Nevin ST, Clark RJ, Klimis H, Christie MJ, Craik DJ, Adams DJ: Are α9α10 nicotinic 
acetylcholine receptors a pain target for α-conotoxins? Mol Pharmacol 72:1406-14010, 2007 
 
Nicke A, Samochocki M, Loughnan ML, Bansal PS, Maelicke A, Lewis RJ: a-conotoxins EpI and 
AuIB switch subtype selectivity and activity in native versus recombinant nicotinic acetylcholine 
receptors. FEBS Lett 554:219-223, 2003 
 
Nirthanan S, Charpantier E, Gopalakrishnakone P, Gwee MCE, Khoo H-E, Cheah L-S, Bertrand D, 
Kini R: Candoxin, a novel toxin from Bungarus candidus, is a reversible antagonist of muscle 
(αβγδ) but a poorly reversible antagonist of neuronal α7 nicotinic acetylcholine receptors. J Biol 
Chem 277:17811-17820, 2002 
 
Nirthanan S, Gwee MC: Three-finger α-neurotoxins and the nicotinic acetylcholine receptor, forty 
years on. J Pharmacol Sci 94:1-17, 2004 
 
Norton RS, Olivera BM: Conotoxins down under. Toxicon 48:780-798, 2006 
 
Olivera BM, Gray WR, Zeikus R, McIntosh JM, Varga J, Rivier J, de Santos V, Cruz LJ: Peptide 
neurotoxins from fish-hunting cone snails. Science 230:1338–1343, 1985 
 
Olivera BM, Quik M, Vincler M, McIntosh JM: Subtype-selective conopeptides targeted to 
nicotinic receptors: Concerted discovery and biomedical applications. Channels (Austin) 2:143-
152, 2008 
 
Olivera BM, Teichert RW: Diversity of the neurotoxic Conus peptides: a model for concerted 
pharmacological discovery. Mol Interv 7:251-260, 2007 
 
Oswald RE, Freeman JA: Alpha-bungarotoxin binding and central nervous system nicotinic 
acetylcholine receptors. Neurosci 6:1-14, 1981 
 
Palma E, Bertrand S, Binzoni T, Bertrand D: Neuronal nicotinic α7 receptor expressed in Xenopus 
oocytes presents five putative binding sites for methyllycaconitine. J Physiol 491:151-161, 1996 
 
Papke RL, Duvoisin RM, Heinemann SF: The amino terminal half of the nicotinic β-subunit 
extracellular domain regulates the kinetics of inhibition by neuronal bungarotoxin. Proc R Soc 
Lond B 252:141-148, 1993 
 
Pauly JR, Marks MJ, Gross SD, Collins AC: An autoradiographic analysis of cholinergic receptors 
in mouse brain after chronic nicotine treatment. J Pharmacol Exp Ther 258:1127-1136, 1991 
 
Peng C, Han Y, Sanders T, Chew G, Liu J, Hawrot E, Chi
 
C, Wang C: α4/7-conotoxin Lp1.1 is a 
novel antagonist of neuronal nicotinic acetylcholine receptors. Peptides 29:1700-1707, 2008 
 
Peng JH, Fryer JD, Hurst RS, Schroeder KM, George AA, Morrissy S, Groppi VE, Leonard SS, 
Lukas RJ: High-affinity epibatidine binding of functional, human α7-nicotinic acetylcholine 
receptors stably and heterologously expressed de novo in human SH-EP1 cells. J Pharmacol Exp 
Ther 313:24-35, 2005 
  
94 
 
 
Peng JH, Lucero L, Fryer J, Herl J, Leonard SS, Lukas R J: Inducible, heterologous expression of 
human α7-nicotinic acetylcholine receptors in a native nicotinic receptor-null human clonal line. 
Brain Res 825:172–179, 1999 
 
Peng X, Gerzanich V, Anand R, Wang F, Lindstrom J: Chronic nicotine treatment up-regulates 
alpha3 and alpha7 acetylcholine receptor subtypes expressed by the human neuroblastoma cell line 
SH-SY5Y. Mol Pharmacol 51:776-84, 1997 
 
Peng X, Gerzanich V, Anand R, Whiting PJ, Lindstrom J: Nicotine-induced increase in neuronal 
nicotinic receptors results from a decrease in the rate of receptor turnover. Mol Pharmacol 46:523-
30, 1994a 
 
Peng X, Katz M, Gerzanich V, Anand R, Lindstrom J: Human α7 acetylcholine receptor: cloning of 
the α7 subunit from the SH-SY5Y cell line and determination of pharmacological properties of 
native receptors and functional α7 homomers expressed in Xenopus oocytes. Mol Pharmacol 
45:546-554, 1994b 
 
Perry DC, Mao D, Gold AB, McIntosh JM, Pezzullo JC, Kellar KJ: Chronic nicotine differentially 
regulates α6- and β3-containing nicotinic cholinergic receptors in rat brain. J Pharmacol Exp Ther 
322:306-315, 2007 
 
Perry E, Martin-Ruiz C, Lee M, Griffiths M, Johnson M, Piggott M, Haroutunian V, Buxbaum JD, 
Nãsland J, Davis K, Gotti C, Clementi F, Tzartos S, Cohen O, Soreq H, Jaros E, Perry R, Ballard 
C, McKeith I, Court J: Nicotinic receptor subtypes in human brain ageing, Alzheimer and Lewy 
body diseases. Eur J Pharmacol 393:215-222, 2000 
 
Perry EK, Morris CM, Court JA, Cheng A, Fairbairn FA, McKeith IG, Irving D, Brown A, Perry 
RH: Alteration in nicotine binding sites in Parkinson’s disease, Lewy body dementia and 
Alzheimer’s disease: possible index of early neuropathology. Neuroscience 64:385-395, 1995 
 
Perry E, Walker M, Grace J, Perry R: Acetylcholine in mind: a neurotransmitter correlate of 
consciousness? Trends Neurosci 22:273-80, 1999 
 
PhuiYee JS, Nanling G, Afifiyan F, Donghui M, Lay SP, Armugam A, Jeyaseelan K: Snake 
postsynaptic neurotoxins: gene structure, phylogeny and applications in research and therapy. 
Biochimie 86:137–149, 2004 
 
Pillet L, Tremeau O, Ducancel F, Drevet P, Zinn-Justin S, Pinkasfeld S, Boulain JC, Ménez A: 
Genetic engineering of snake toxins. Role of invariant residues in the structural and functional 
properties of a curaremimetic toxin, as probed by site directed mutagenesis. J Biol Chem 268: 909-
16, 1993 
 
Poh SL, Mourier G, Thai R, Armugam A, Molgó J, Servent D, Jeyaseelan K, Ménez A: A synthetic 
weak neurotoxin binds with low affinity to Torpedo and chicken alpha7 nicotinic acetylcholine 
receptors. Eur J Biochem 269:4247-4256, 2002 
 
Quik M, Bordia T, Forno L, McIntosh JM: Loss of α-conotoxinMII- and A85380-sensitive 
nicotinic receptors in Parkinson’s disease striatum. J Neurochem 88:668-79, 2004 
 
Quik M, Huang LZ, Parameswaran N, Bordia T, Campos C, Perez XA: Multiple roles for nicotine 
in Parkinson's disease. Biochem Pharmacol 78:677-685, 2009 
 
  
95 
 
Quik M, Jeyarasasingam G: Nicotinic receptors and Parkinson’s disease. Eur J Pharmacol 393:223-
230, 2000 
 
Quick MW, Lester RA: Desensitization of neuronal nicotinic receptors. J Neurobiol 53:457-78, 
2002 
 
Quik M, McIntosh JM: Striatal α6* nicotinic acetylcholine receptors: Potential targets for 
Parkinson’s disease therapy. J Pharmacol Exp Ther 316:481-9, 2006 
 
Quik M, Polonskaya Y, Gillespie A, Jakowec M, Lloyd GK, Langston JW: Localization of 
nicotinic receptor subunit mRNAs in monkey brain by in situ hybridization. J Comp Neurol 
425:58-69, 2000 
 
Quik M, Polonskaya Y, Kulak JM, and McIntosh JM: Vulnerability of 
125
I-α-conotoxin MII 
binding sites to nigrostriatal damage in monkey. J Neurosci 21:5494-5500, 2001 
 
Quik M, Vailati S, Bordia T, Kulak JM, Fan H, McIntosh JM, Clementi F, Gotti C: Subunit 
composition of nicotinic receptors in monkey striatum: effect of treatments with 1-methyl-4-
phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine or L-DOPA. Mol Pharmacol 67:32-41, 2005 
 
Rangwala F, Drisdel RC, Rakhilin S, Ko E, Atluri P, Harkins AB, Fox AP, Salman SB, Green WN: 
Neuronal alpha-bungarotoxin receptors differ structurally from other nicotinic acetylcholine 
receptors. J Neurosci 17:8201-8212, 1997 
 
Rasmussen BA, Perry DC: An autoradiographic analysis of [
125I]α-bungarotoxin binding in rat 
brain after chronic nicotine exposure. Neurosci Lett 404:9-14, 2006 
 
Ray M, Bohr I, McIntosh JM, Ballard C, McKeith I, Chalon S, Guilloteau D, Perry R, Perry E, 
Court JA, Piggott M: Involvement of α6/α3 neuronal nicotinic acetylcholine receptors in 
neuropsychiatric features of Dementia with Lewy bodies: [
125
I]-α-conotoxin MII binding in the 
thalamus and striatum. Neurosci Lett 372:220-225, 2004 
 
Reid RT, Sabbagh MN, Corey-Bloom J, Tiraboschi P, Thal LJ: Nicotinic receptor losses in 
dementia with Lewy bodies: comparisons with Alzheimer's disease. Neurobiol Aging 21:741-746, 
2000 
 
Rinne J: Miten Parkinsonin tauti syntyy? Duodecim 113:1819-1824, 1997 
 
Sabbagh MN, Reid RT, Corey-Bloom J, Rao TS, Hansen LA, Alford M, Masliah M, Adem A, 
Lloyd GK, Thal LJ: Correlation of nicotinic binding with neurochemical markers in Alzheimer’s 
disease. J Neural Trans 105:709-717, 1998 
 
Salminen O, Drapeau JA, McIntosh JM, Collins AC, Marks MJ, Grady SR: Pharmacology of 
alpha-conotoxin MII-sensitive subtypes of nicotinic acetylcholine receptors isolated by breeding of 
null mutant mice. Mol Pharmacol 71:1563-1571, 2007 
 
Salminen O, Murphy KL., McIntosh JM, Drago J, Marks MJ, Collins AC, Grady SR: Subunit 
composition and pharmacology of two classes of striatal presynaptic nicotinic Acetylcholine 
receptors mediating dopamine release in mice. Mol Pharmacol 65:1526-1535, 2004 
 
Salminen O, Whiteaker P, Grady SR, Collins AC, McIntosh JM, Marks MJ: The subunit 
composition and pharmacology of α-Conotoxin MII-binding nicotinic acetylcholine receptors 
studied by a novel membrane-binding assay.  Neuropharmacol 48:696-705, 2005 
  
96 
 
 
Salvaterra PM, Mahler HR, Moore WJ: Subcellular and regional distribution of 125I-labeled alpha-
bungarotoxin binding in rat brain and its relationship to acetylcholinesterase and choline 
acetyltransferase. J Biol Chem 250:6469-6475, 1975 
 
Sandall DW, Satkunanathan N, Keays DA, Polidano MA, Liping X, Pham V, Down JG, Khalil Z, 
Livett BG, Gayler KR. A novel α-conotoxin identified by gene sequencing is active in suppressing 
the vascular response to selective stimulation of sensory nerves in vivo. Biochemistry 42:6904-
6911, 2003 
 
Satkunanathan N, Livett B, Gayler K, Sandall D, Down J, Khalil Z: α-Conotoxin Vc1.1 alleviates 
neuropathic pain and accelerates functional recovery of injured neurones. Brain Res 1059:149-158, 
2005 
 
Schulz DW, Loring RH, Aizenman E, Zigmond RE: Autoradiographic localization of putative 
nicotinic receptors in the rat brain using 
125
I-neuronal bungarotoxin. J Neurosci 11:287-297, 1991 
 
Segal M, Dudai Y, Amsterdam A: Distribution of an α-bungarotoxin-binding cholinergic nicotinic 
receptor in rat brain. Brain Res 148:105-119, 1978 
 
Séguéla P, Wadiche J, Dineley-Miller K, Dani JA, Patrick JW: Molecular cloning, functional 
properties, and distribution of rat brain alpha 7: a nicotinic cation channel highly permeable to 
calcium. J Neurosci 13:596-604, 1993 
 
Servent D, Antil-Delbeke S, Gaillard C, Corringer P-J, Changeux JP, Ménez A: Molecular 
characterization of the specificity of interactions of various neurotoxins on two distinct nicotinic 
acetylcholine receptors. Eur J Pharmacol 393:197-204, 2000 
 
Shelukhina IV, Kryukova EV, Lips SK; Tsetlin VI, Kummer W: Presence of α7 nicotinic 
acetylcholine receptors on dorsal root ganglion neurons proved using knockout mice and selective 
α-neurotoxins in histochemistry. J Neurochem 109:1087-1095, 2009 
 
Sian J, Youdim MBH, Riederer P, Gerlach M: Neurotransmitters and disorders of the basal ganglia. 
Kirjassa Basic neurochemistry: molecular, cellular and medical aspects, ss. 917, 6. painos. Toim. 
Lippincott Williams & Wilkins, Philadelphia 1999   
 
Skok MV, Kalashnik EN, Koval LN, Tsetlin VI, Utkin YN, Changeux JP, Grailhe R: Functional 
nicotinic acetylcholine receptors are expressed in B lymphocyte-derived cell lines. Mol Pharmacol 
64:885-889, 2003 
 
Smit AB, Syed NI, Schaap D, van Minnen J, Klumpermank J, Kits KS, Lodder H, van der Schors 
RC, van Elk R, Sorgedrager B, Brejc K, Sixma TK, Geraer WPM: A glia-derived acetylcholine-
binding protein that modulates synaptic transmission. Nature 411:261-268, 2001 
 
Spande TF, Garraffo HM, Edwards MW, Yeh HJC, Pannell L, Daly JW: Epibatidine: a novel 
(chloropyridyl)azabicycloheptane with potent analgesic activity from an Ecuadoran poison frog, J 
Am Chem Soc. 114:3475-3478, 1992 
 
Sugaya K, Giacobini E, Chiappinelli VA: Nicotinic Acetylcholine receptor subtypes in human 
frontal cortex: changes in Alzheimer’s disease. J Neurosci Res 27:349-59, 1990 
 
 
 
  
97 
 
Sullivan JP, Decker MW, Brioni JD, Donnelly-Roberts D, Anderson DJ, Bannon AW, Kang CH, 
Adams P, Piattoni-Kaplan M, Buckley MJ: (+/-)-Epibatidine elicits a diversity of in 
vitro and in vivo effects mediated by nicotinic acetylcholine receptors. J Pharmacol Exp Ther 271: 
624-31, 1994 
 
Talka R, Salminen O, Salmelainen L, Kryukova EV, Tsetlin VI, Tuominen RK: Screening of 
different toxins by 
3
H-epibatidine-binding in SH-SY5Y and SH-EP1-hα7 cell lines. Posterissa 
POS4-9: 2009 Joint Conference of SRNT and SRNT-Europe, April 27-30, Irlanti 2009 
 
Tasso B, Boido CC, Terranova E, Gotti C, Riganti L, Clementi F, Artali R, BombieriG, Meneghetti 
F, Sparatore F: Synthesis, binding, and modeling studies of new cytisine derivatives, as ligands for 
neuronal nicotinic acetylcholine receptor subtypes. J Med Chem 52:4345-4357, 2009 
 
Taylor P, Brown JH: Acetylcholine. Kirjassa Basic neurochemistry: molecular, cellular and 
medical aspects, ss. 213, 6. painos. Toim. Lippincott Williams & Wilkins, Philadelphia 1999   
 
Tolosa E, Gaig C, Santamaría J, Compta Y: Diagnosis and the premotor phase of Parkinson 
disease. Neurology 72:S12-20, 2009 
 
Tsetlin VI, Hucho F: Snake and snail toxins acting on nicotinic acetylcholine receptors: 
fundamental aspects and medical applications. FEBS Letters 557:9-13, 2004 
 
Tremeau O, Lemaire C, Drevet P, Pinkasfeld S, Ducancel F, Boulain JC, Ménez A: Genetic 
engineering of snake toxins. The functional site of Erabutoxin a, as delineated by site-directed 
mutagenesis, includes variant residues. J Biol Chem 270:9362-9369, 1995 
 
Utkin YN, Kukhtina VV, Kryukova EV, Chiodini F, Bertrand D, Methfessel C, Tsetlin VI: “Weak 
toxin” from Naja kaouthia is a nontoxic antagonist of α7 and muscle-type nicotinic acetylcholine 
receptors. J Biol Chem 276:15810–15815, 2001 
 
Unwin N, Miyazawa A, Li J, Fujiyoshi Y: Activation of the nicotinic acetylcholine receptor 
involves a switch in conformation of the alpha subunits. J Mol Biol 319:1165-1176, 2002 
 
Vincler M, Wittenauer S, Parker R, Ellison M, Olivera BM, McIntosh JM: Molecular mechanism 
for analgesia involving specific antagonism of α9α10 nicotinic acetylcholine receptors. Proc Natl 
Acad Sci USA 103:17880-17884, 2006 
 
Wang F, Gerzanich V, Wells G, Anand R, Peng X, Keyser K, Lindstrom J: Assembly of human 
neuronal nicotinic receptor α5 subunits with α3, β2, and β4 subunits. J Biol Chem 271:17656-
17665, 1996 
 
Wang HY, Stucky A, Liu J, Shen C, Trocme-Thibierge C, Morain P: Dissociating β-amyloid from 
α7 nicotinic acetylcholine receptor by a novel therapeutic agent, S 24795, normalizes α7 nicotinic 
acetylcholine and NMDA receptor function in Alzheimer's disease brain. J Neurosci 29:10961-
10973, 2009 
 
Ward JM, Cockcroft VB, Lunt GG, Smillie FS ja Wonnacot S: Methyllycaconitine: a selective 
probe for neuronal α-bungarotoxin binding sites. FEBS Lett 270: 45-48, 1990 
 
Warpman U, Friberg L, Gillespie A, Hellstöm-Lindahl E, Zhang X, Nordberg A: Regulation of 
nicotinic receptor subtypes following chronic nicotinic agonist exposure in M10 and SH-SY5Y 
neuroblastoma cells. J. Neurochem 70:2028–2037, 1998 
 
  
98 
 
Warpman U, Nordberg A: Epibatidine and ABT 418 reveal selective losses of alpha 4 beta 2 
nicotinic receptors in Alzheimer brains. Neuroreport 6:2419-2423, 1995 
 
Whiteaker P, Christensen S, Yoshikami D, Dowell C, Watkins M, Gulyas J, Rivier J, Olivera BM, 
McIntosh JM: Discovery, synthesis, and structure activity of a highly selective α7 nicotinic 
acetylcholine receptor antagonist. Biochemistry 46:6628-6638, 2007 
 
Whiteaker P, Cooper JF, Salminen O, Marks MJ, McClure-Begley TD, Brown RW, Collins AC, 
Lindstrom JM: Immunolabeling demonstrates the interdependence of mouse brain α4 and β2 
nicotinic acetylcholine receptor subunit expression. J Comp Neurol 499:1016-1038, 2006 
 
Whiteaker P, Davies AR, Marks MJ, Blagbrough IS, Potter BV, Wolstenholme AJ, Collins AC, 
Wonnacott S: An autoradiographic study of the distribution of binding sites for the novel α7-
selective nicotinic radioligand [
3
H]-methyllycaconitine in the mouse brain. Eur J Neurosci 
11:2689-2696, 1999 
 
Whiteaker P, McIntosh JM, Luo S, Collins AC, Marks MJ: 
125
I-α-Conotoxin MII identifies a novel 
nicotinic acetylcholine receptor population in mouse brain. Mol Pharmacol 57:913:925, 2000 
 
Whiteaker P, Peterson CG, Xu W, McIntosh JM, Paylor R, Beaudet AL, Collins AC, Marks MJ: 
Involvement of the α3 subunit in central nicotinic binding populations. J Neurosci 22:2522-2529, 
2002 
 
Whiteaker P, Sharples CGV, Wonnacott S: Agonist-induced up-regulation of α4β2 nicotinic 
acetylcholine receptors in M10 cells: pharmacological and spatial definition. Mol Pharmacol 
53:950-962, 1998 
 
Wonnacott S: Presynaptic nicotinic ACh receptors. Trends Neurosci 20:92-98, 1997 
 
Wonnacott S, Kaiser S, Mogg A, Soliakov L, Jone IW: Presynaptic nicotinic receptors modulating 
dopamine release in the rat striatum. Eur J Pharmacol 393:51-58, 2000 
 
Xiao Y, Kellar KJ: The comparative pharmacology and up-regulation of rat neuronal nicotinic 
receptor subtype binding sites stably expressed in transfected mammalian cells. J Pharmacol Exp 
Ther 310:98-107, 2004  
 
Zaniewska M, Przegaliński E, Filip M: Nicotine dependence - human and animal studies, current 
pharmacotherapies and future perspectives. Pharmacol Rep 61:957-65, 2009 
 
Zoli M, Moretti M, Zanardi A, McIntosh JM, Clementi F, and Gotti C: Identification of the 
nicotinic receptor subtypes expressed on dopaminergic terminals in the rat striatum. J Neurosci 
22:8785-8789, 2002
 LIITE 1 [
3
H]-EPI:n saturaatiokuvaaja SH-EP1-hα7-soluilla 
 
 
0 1000 2000 3000 4000
0
50
100
150
200 Totaali
Epäspesifi
Spesifi
[[3H]-EPI] pM
 [
3
H
]-
E
P
I:
n
 s
it
o
u
tu
m
in
e
n
 (
c
p
m
)
0 1000 2000 3000 4000
0
20
40
60
80
100
120
140
[[3H]-EPI] pM
 [
3
H
]-
E
P
I:
n
 s
it
o
u
tu
m
in
e
n
 f
m
o
l/
m
g
 p
ro
te
ii
n
ia
0 50 100 150 200
0.00
0.05
0.10
0.15
Sitoutunut
Scatchard
S
it
o
u
tu
n
u
t/
V
a
p
a
a
A B
 
Kuva 1. A. Saturaatiokuvaaja sekä Scatchard [
3
H]-EPI:n spesifisitoutumisesta SH-EP1-hα7-solujen 
nACh-reseptoreihin 10-3200 pM:n ligandipitoisuuksilla. Sovitettaessa tulokset epälineaariseen 
regressioon (fmol/mg proteiinia ±SEM, n=4) saatiin Bmax-arvoksi 167,8±7,82 fmol/mg proteiinia ja 
KD-arvoksi 1700,0±161,0 pM. B. [
3
H]-EPI:n totaali-, epäspesifi- ja spesifisitoutuminen cpm-
arvoina (± SEM, n=4) SH-EP1-hα7-soluilla 10-3200 pM:n ligandikonsentraatioilla. 
 
